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cDNA komplementäre DNA 
CFTR-Kanal Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator 
DMSO Dimethylsulfoxid 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 
EGF Epidermal Growth Factor 
ENaC epithelialer Natriumkanal 
FCM Fibroblasten-konditioniertes Medium 
FDLE-Zellen fetale distale Lungenepithelzellen 
FKS fetales Kälberserum 
FPF Fibroblasten-Pneumozyten-Faktor 
HBSS Hank’s Balanced Salt Solution 
LB-Medium Lysogeny Broth Medium 
MEM Minimal Essential Medium 
NRG-1β Neuregulin-1β 
PBS Phosphate Buffered Saline 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
qPCR quantitative Polymerase-Kettenreaktion 
RDS fetales Atemnotsyndrom 
SF-Medium serumfreies Medium  
TAE-Puffer Tris-Acetat-Puffer 
TE-Puffer Tris-EDTA-Puffer 








1.1 Die physiologische Entwicklung der fetalen Lunge 
Der Übergang von intrauteriner Entwicklung zu postnatalem Leben ist für das Neugeborene in vielerlei 
Hinsicht eine Herausforderung. Zentral in den diversen Anpassungsprozessen ist unter anderem die 
Aufnahme der Atemfunktion der Lunge. Während der intrauterinen Entwicklung wird intraalveoläre 
Flüssigkeit bereits ab der 6. Schwangerschaftswoche aktiv durch die Lungenepithelzellen in das 
Alveolarlumen sezerniert (Adamson et al. 1969; Olver et al. 2004). Ein positiver intraalveolärer Druck 
hält das Lumen der Lunge offen und ist eine wichtige Voraussetzung für deren regelrechte 
Proliferation und Differenzierung. Dieser Druck entsteht durch die sezernierte Flüssigkeit, die 
geschlossenen Stimmlippen und den Pharynxwiderstand (Brown et al. 1983).  
Die Produktion der intraalveolären Flüssigkeit (Abb. 1) erfolgt durch die aktive Sekretion von 
Chlorid-Ionen gegen den elektrochemischen Gradienten in das Lumen der sich entwickelnden Lunge. 
Diesem aktiven Transportvorgang folgt Wasser passiv. Dazu transportiert die basolateral in den 
Epithelzellen liegende Na-K-ATPase aktiv jeweils drei Natrium-Ionen in den Extrazellularraum und im 
Austausch zwei Kalium-Ionen in den Intrazellularraum. Basolaterale Kalium-Kanäle wiederum recyceln 
positiv geladene Ionen. Somit entsteht intrazellulär eine gegenüber dem Extrazellularraum negative 
Potentialdifferenz. Diese wirkt als elektrochemischer Gradient und führt zum Transport von 
Natrium-Ionen über den basolateral gelegenen Na-K-Cl-Kotransporter in die Zelle, wobei Kalium- und 
Chlorid-Ionen simultan transportiert werden. Da die negativ geladenen Chlorid-Ionen im Zellinneren 
auf ein ebenfalls negativ geladenes Milieu stoßen, werden sie apikal über verschiedene 
Chlorid-Kanäle in das Alveolarlumen abgegeben. Wasser folgt den Ionentransportvorgängen 
parazellulär sowie transzellulär über Aquaporine (Katz et al. 2011).  
 





Zum Ende der regelhaften Schwangerschaft verändern sich die Ionentransportverhältnisse mit 
zunehmender Differenzierung der Lunge, um die Voraussetzungen für die Atmung nach der Geburt zu 
schaffen. Hierzu muss die intraalveoläre Flüssigkeit resorbiert werden. Dieser Prozess beginnt bereits 
ab Mitte der Gestation und steigt zum Ende hin an, um schließlich gegenüber der Sekretion zu 
überwiegen (Pfister et al. 2001). Das Zusammenspiel der basolateral in den Pneumozyten 
exprimierten Na-K-ATPase und Kalium-Transporter stellt die Voraussetzung für die perinatale 
Flüssigkeitsresorption dar (Abb. 2). Es werden positiv geladene Kalium-Ionen in das 
Lungeninterstitium transportiert, wodurch dieses im Vergleich zum Intrazellularraum positiv geladen 
ist. Hierbei entsteht wiederum ein elektrochemischer Gradient, welcher durch die hohe Zahl der apikal 
in der Zellmembran lokalisierten Natrium-Kanäle zu einem passiven Transport von Natrium-Ionen aus 
dem Alveolarlumen in den negativ geladenen Intrazellularraum der Pneumozyten führt. Diese werden 
basolateral durch die Na-K-ATPase in das Interstitium abgegeben. Dem entstehenden Gradienten 
folgt Wasser para- und transzellulär in Richtung des Lungeninterstitiums, was zu einer Resorption der 
Alveolarflüssigkeit führt (Matthay et al. 2002; Katz et al. 2011).  
 
Abb. 2: Schematische Darstellung der perinatalen Flüssigkeitsresorption 
 
Welche Ionenkanäle während der fetalen Lungenreifung an der apikalen Chlorid-Sekretion beteiligt 
sind, ist noch weitgehend unklar. Studien legen jedoch eine Beteiligung des Cystic Fibrosis 
Transmembrane Conductance Regulator (CFTR-Kanal) nahe (Lazrak et al. 2002). Der Großteil der 
fetalen Pneumozyten exprimiert während der Lungenentwicklung den CFTR-Kanal (Trezise und 
Buchwald 1991). Die Überexpression dieses Ionenkanals führt zu einer Beschleunigung der 
Organogenese und einer besseren Lungenfunktion bei der Geburt (Morrow et al. 1998; Cohen und 
Larson 2005). Der CFTR-Kanal gehört zur ATP-binding Cassette-Familie und ist ein 
cAMP/Proteinkinase A-aktivierter, apikal exprimierter Chlorid-Kanal. Die fetale Flüssigkeitssekretion 
wird durch hohe Prostaglandinspiegel und diverse Wachstumsfaktoren während der Schwangerschaft 
sowie durch einen Mangel an intraalveolärer Flüssigkeit stimuliert. Die durch den aktivierten CFTR-





welche wiederum über die Dehnung des Parenchyms die Proliferation und Differenzierung fördert 
(Moore et al. 2005; Cohen und Larson 2006). Die Ionenkanalzusammensetzung der Lunge ist stark 
gestationsalterabhängig, wobei mit zunehmender Reife der Lunge vermehrt epitheliale Natriumkanäle 
(ENaC) in die apikale Zellmembran der Pneumozyten eingebaut werden. Der Anteil der CFTR-Kanäle 
nimmt dagegen ab (Helve et al. 2007). In der fetalen Lunge ist eine um 75 % stärkere Expression des 
CFTR-Kanals im Vergleich zum Zeitpunkt der Geburt zu finden, welche den Stellenwert des 
CFTR-Kanals während der fetalen Lungenentwicklung verdeutlicht (Broackes-Carter 2002). Der 
Großteil (> 50 %) der perinatal apikal lokalisierten Kationenkanäle ist Amilorid-sensitiv, wobei der Rest 
als Amilorid-insensitive Kanäle zusammengefasst werden kann. Die Mehrheit der Amilorid-sensitiven 
Kanäle bildet der ENaC. Zudem finden sich nichtspezifische und cGMP-gesteuerte Kationenkanäle, 
die nur einen kleinen Teil der Flüssigkeitsresorption ausmachen (O'Brodovich et al. 2008). Der ENaC 
ist ein Ionenkanal der ENaC-Degenerin-Familie, welcher aus vier homologen Untereinheiten (α-, β-, 
γ-, δ-Untereinheit) besteht, welche zu Heterooligomeren unterschiedlicher Aktivität und Affinität 
assoziiert sein können. Im humanen und murinen Respirationstrakt ist der ENaC in allen Abschnitten 
in der apikalen Zellmembran der Typ-I- und Typ-II-Pneumozyten zu finden (Alvarez de la Rosa et al. 
2000).  
Über die oben genannten Prozesse kommt es im gesunden Reifgeborenen bereits vor der 
Geburt zur Resorption der Flüssigkeit aus der Lunge. Unterstützend wirken hierbei auch 
vorgeburtliche Atembewegungen des Fetus sowie der externe Druck während einer vaginalen Geburt 
(Pfister et al. 2001; Jain und Eaton 2006). Zudem kommt es während der natürlichen Geburt unter 
anderem zur vermehrten Freisetzung von Katecholaminen, Schilddrüsenhormonen und 
Prostaglandininhibitoren. Diese aktivieren β2-Adrenozeptoren, welche wiederum die Expression und 
Aktivität des ENaC über eine Erhöhung der intrazellulären cAMP-Spiegel steigern und somit zu einer 
vermehrten Resorption der Lungenflüssigkeit führen (Walters und Olver 1978; O'Brodovich et al. 







1.2 Das Atemnotsyndrom des Neugeborenen 
Das fetale Atemnotsyndrom, auch Respiratory distress syndrom (RDS) genannt, ist die häufigste 
Erkrankung sehr untergewichtiger Frühgeborener mit einem Geburtsgewicht < 1500 g (Fanaroff et al. 
2007). Laut Definition führt beim RDS ein relativer Surfactantmangel in einer strukturell unreifen Lunge 
zu einer akuten respiratorischen Insuffizienz unterschiedlich starker Ausprägung. Nicht nur die 
postnatal akut lebensbedrohliche Situation stellt eine Herausforderung in der Versorgung 
Frühgeborener dar, auch die potentiellen Spätfolgen in Form der Bronchopulmonalen Dysplasie sind 
ein Grund, die Therapie des RDS ständig zu verbessern und dessen pathophysiologische Grundlagen 
zu erforschen. Neben dem Surfactantmangel, welcher einen höheren Eröffnungs- und 
Beatmungsdruck in den Alveolen nötig macht, spielen auch die Ionenkanalzusammensetzung und 
Resorptionskapazität der Lunge zum Zeitpunkt der Geburt eine wichtige Rolle in der Pathogenese 
dieses Krankheitsbildes. 
Das intrauterine Gleichgewicht zwischen Flüssigkeitssekretion und -resorption ist während der 
gesamten Schwangerschaft entscheidend für die regelrechte Entwicklung der Lunge. Zu wenig 
intraalveoläre Flüssigkeit, etwa in Folge eines Oligohydramnions (Moessinger et al. 1986) oder einer 
Pulmonalarterienstenose (Wallen et al. 1994), führt zu einer Lungenhypoplasie. Zu viel Flüssigkeit 
durch mangelnden Abfluss im Falle einer Trachealstenose führt zur Hyperplasie (Alcorn et al. 1976) 
der fetalen Lunge. Perinatal stellt besonders eine unzureichende Flüssigkeitsresorption, welche in 
direktem Zusammenhang zur Expression und Aktivität der epithelialen Ionenkanäle steht, eine 
Erklärung für die Entwicklung eines RDS dar. Erstmals wurde bereits 1988 die Assoziation der 
transienten Tachypnoe des Neugeborenen mit einer unreifen Expression und Aktivität von 
Ionenkanälen beschrieben (Gowen et al. 1988). Die Amilorid-sensitive nasale Potentialdifferenz lässt 
Rückschlüsse auf die Aktivität der Amilorid-sensitiven Ionenkanäle des nasalen Epithels zu. Diese ist 
bei Frühgeborenen, unabhängig von der respiratorischen Symptomatik, geringer (Barker et al. 1997) 
und die Erholung von einem RDS ist mit der Ausbildung eines reifen Ionenkanalmusters assoziiert 
(Helve et al. 2006). Die Höhe der Natrium-Transportkapazität der Pneumozyten korreliert mit der 
Compliance der Lunge nach der Geburt. Diese ist im Falle einer reifen Lunge höher und geht mit einer 
besseren pulmonalen Adaption einher (Helve et al. 2005). Durch frühere Experimente wurde die Rolle 
des ENaC dahingehend bestätigt, dass neugeborene Meerschweinchen nach Instillation von Amilorid 
in die Trachea an einem dem RDS ähnlichen Krankheitsbild starben (Brodovich et al. 1990). Die 
Genexpression jeder einzelnen ENaC-Untereinheit zeigt einen gestationsalterabhängigen perinatalen 
Verlauf. Versuche an α-ENaC-knock-out-Mäusen, welche postpartal auf Grund einer mangelnden 
pulmonalen Flüssigkeitsresorption starben (Hummler et al. 1996) sowie β- und γ-knock-out-Modelle 
ohne Adaptionsprobleme unterstreichen zudem die Wichtigkeit der reifen Ionenkanalausprägung bei 
der Geburt (Barker et al. 1998; Randrianarison et al. 2007).  
Frühgeborene besitzen in Hinsicht auf die Resorption von Alveolarflüssigkeit ein unreifes 
Muster der Ionenkanalexpression. Der ENaC nimmt die limitierende Rolle bei der Resorption ein und 
stellt dabei eine der wichtigsten Voraussetzungen für die Anpassung der fetalen Lunge an die Atmung 












1.3 Epithelial-mesenchymale Wechselwirkungen 
Die Steuerung der Proliferation und Differenzierung der fetalen Lunge ist im Zusammenhang zur 
Pathogenese des RDS in der neonatologischen Forschung seit jeher von großem Interesse. Schon 
früh wurde klar, dass die fetale Lungenentwicklung im Wesentlichen durch die 
epithelial-mesenchymalen Wechselwirkungen zwischen pulmonalen Fibroblasten und Pneumozyten 
gesteuert wird. Der von pulmonalen Fibroblasten sezernierte Faktor wurde erstmals 1979 beschrieben 
und wird vereinfacht als Fibroblasten-Pneumozyten-Faktor (FPF) bezeichnet (Smith 1979; Post und 
Smith 1984; Post et al. 1984). Mit zunehmender Kenntnis der epithelial-mesenchymalen 
Regulationsmechanismen der Lunge wurde im Laufe der letzten Jahrzehnte deutlich, dass FPF 
keineswegs einen einzigen unbekannten Mediator darstellt, sondern vielmehr ein komplexes 
Stoffgemisch ist. Diese in ihrer Zusammensetzung bisher unbekannten Peptide wirken auto- und 
parakrin auf die Fibroblasten und Pneumozyten der Lunge. Zudem werden einzelne Faktoren auch 
von Pneumozyten selbst zur autokrinen und parakrinen Stimulation sezerniert (Abb. 3). Die räumliche 
Nähe beider korrespondierender Zelltypen nimmt im Laufe der Entwicklung zu, wodurch der 
Austausch von Mediatoren vereinfacht wird (Smith und Post 1989). FPF besitzt proliferations- und 
differenzierungsfördernde Eigenschaften und ist eine Grundvoraussetzung für eine regelrechte 
Lungenreife bei der Geburt (Smith 1979). So wird auch die Surfactantproduktion und -sekretion 
wesentlich durch FPF reguliert (Post und Smith 1984; Post et al. 1984). Die Oberflächenspannung der 
Alveolen wird durch eine suffiziente Surfactantproduktion vermindert und so die Atmung nach der 
Geburt erleichtert. Auch die erhöhte Sensitivität der fetalen Lunge gegenüber adrenergen Stimuli bei 
einer natürlichen Geburt wird pränatal indirekt über die Veränderung des FPF und die daraus 
resultierende vermehrte Expression von β2-Adrenozeptoren vermittelt. Die positiven Effekte einer 
Behandlung Frühgeborener mit Glukokortikoiden werden ebenfalls über eine Veränderung der 
Zusammensetzung des FPF vermittelt (Dobbs und Mason 1979; Brown und Longmore 1981; Brown et 
al. 1983). Sowohl Proliferation und Surfactantmetabolismus als auch der epitheliale Ionentransport der 
Pneumozyten werden durch eine Änderung der FPF-Zusammensetzung und dessen Wirkung auf die 
fetale Lunge reguliert. 
 





Nach der Entdeckung des FPF begann die Suche nach möglichen Bestandteilen, wobei bereits 
mehrere Proteine diskutiert wurden. Bis heute konnten die Einzelbestandteile des FPF jedoch noch 
nicht abschließend bestimmt werden. In Frage kommen Mediatoren, welche von den Fibroblasten der 
Lunge sezerniert werden und deren Rezeptoren zur Signaltransduktion im Lungengewebe exprimiert 
sind. Zunächst traten Proteine der Epidermal Growth Factor (EGF)-Familie aufgrund ihrer Beteiligung 
an diversen Differenzierungsprozessen des Körpers in den Vordergrund (Nielsen 1989). EGF führt zur 
Steigerung der Surfactantproduktion im Sinne der bekannten Effekte der Glukokortikoide (Nielsen et 
al. 1997; Dammann und Nielsen 1998). Auch der Keratinozyten-Wachstumsfaktor kann aufgrund 
seiner bisher bekannten Wirkungen mit hoher Wahrscheinlichkeit als ein Bestandteil des FPF 
angenommen werden. Diese Wirkungen umfassen die vermehrte Proliferation der Alveolarzellen 
(Michelson et al. 1999) sowie die Steigerung der Surfactantproduktion (Chelly et al. 1999). Außerdem 
wurden bei Inkubation von Pneumozyten mit dem Protein Leptin ähnliche Effekte beobachtet (Torday 
et al. 2001; Kirwin et al. 2006). Anfang der 2000er wurde zum ersten Mal Neuregulin-1β (NRG-1β) als 
möglicher Bestandteil des FPF in Betracht gezogen. Durch seine Beteiligung an den epithelial-
mesenchymalen Wechselwirkungen der Entwicklung verschiedener Organe lag eine Mitwirkung an 
der Lungenentwicklung ebenfalls nahe. Als Gegenstand dieser Arbeit wird auf NRG-1β im Kapitel 1.4 
näher eingegangen.  
Da nahezu alle bisherigen Untersuchungen lediglich Einflüsse auf Zellproliferation und 
Surfactantmetabolismus adressieren, wurde in dieser Arbeit ein Schwerpunkt auf die 
Ionenkanalexpression und -aktivität gelegt. Zur Untersuchung der epithelial-mesenchymalen 
Wechselwirkungen wurde ein Standardkulturmedium verwendet, welches mit pulmonalen Fibroblasten 
inkubiert wird und somit eine möglichst realitätsnahe Zusammensetzung der in vivo von den 
Fibroblasten sezernierten Faktoren enthalten soll. Das Medium wird als Fibroblasten-konditioniertes 
Medium (FCM) bezeichnet. Ein Vergleich der Effekte von FCM aus reifen bzw. unreifen Fibroblasten 
machte deutlich, dass dessen Zusammensetzung und Wirkung gestationsalterabhängig variiert. Es 
kommt nach Inkubation von Pneumozyten mit FCM reifer Fibroblasten reaktiv zu einer erhöhten 
Expression aller ENaC-Untereinheiten (Venkatesh und Katzberg 1997), höherer Membranstabilität 
und vermindertem Abbau des ENaC (Helve et al. 2009; Katz et al. 2011). Die β2-Adrenozeptoraktivität 
und -expression wird zudem gesteigert (King et al. 2014a; King et al. 2014b) und erhöht wiederum die 
Surfactantsekretion (Dobbs und Mason 1979). Das Ansprechen der Pneumozyten auf die unter der 
Geburt freigesetzten Katecholamine wird infolgedessen erhöht (Venkatesh und Katzberg 1997). Im 
Falle der Inkubation von Pneumozyten mit FCM unreifer Fibroblasten werden die oben genannten 
Effekte nicht oder nur unvollständig erreicht (Dammann et al. 2003). Die Behandlung des RDS durch 
prä- und postnatale Verabreichung von Glukokortikoiden führt über eine Nachahmung der Effekte des 
natürlich sezernierten reifen FPF zur gewünschten Wirkung (Stutchfield et al. 2005; Katz et al. 2011). 
Vermittelt werden diese Effekte indirekt durch die Beeinflussung der Menge und Zusammensetzung 
des von den Fibroblasten sezernierten FPF (King et al. 2014b). Eine Substitution von Glukokortikoiden 
führt also zu einer reiferen Zusammensetzung des FPF, wodurch dieses trotz der unreifen Lunge in 
der Lage ist, die Differenzierung der Pneumozyten auf Ebene der Ionenkanäle voranzutreiben (Post et 





Durch Kenntnis der Bestandteile des FPF könnte analog zur Behandlung des RDS mit 
Glukokortikoiden eine Therapiemöglichkeit gefunden werden, welche eine Nachahmung der 
physiologischen Abläufe der reifen Lunge zulässt und somit mit weniger Nebenwirkungen verbunden 
sein könnte. Weitere Untersuchungen zur Aufklärung der Wechselwirkungen und Bestandteile des 
FPF sind allerdings nötig um die komplexen Mechanismen der fetalen Lungenreife auf physiologischer 
und pathophysiologischer Ebene zu verstehen. Auch die Einflüsse des FPF auf die Aktivität der 








Auf der stetigen Suche nach Bestandteilen des FPF fiel das Interesse der Forschung in den letzten 
Jahren zunehmend auf das Protein NRG-1β. Neuregulin ist ein Wachstumsfaktor der EGF-Familie, 
welcher in zahlreichen Isoformen exprimiert wird. Es sind vier kodierende Gene (Neuregulin-1 bis -4) 
bekannt, wobei Aufbau und Funktion von Neuregulin-1 bisher am besten untersucht sind. Das 
Neuregulin-1-Gen kodiert eine α-, β- und γ-Isoform. Jede dieser Isoformen besitzt eine 
Transmembrandomäne mit einem extrazellulär gelegenen NH2-Terminus an dem eine EGF-ähnliche-
Domäne sitzt. Diese besitzt die proteolytische Aktivität zur Abspaltung der extrazellulären Domäne als 
löslichen Mediator. Das abgespaltene Protein bindet autokrin und parakrin an spezifische Rezeptoren. 
NRG-1β bindet an verschiedene Isoformen des ErbB-Rezeptors, einem Typ-I-Tyrosinkinase-Rezeptor 
(Abb. 4). ErbB2, -3 und -4 stellen in unterschiedlicher Kombination zu Homo- oder Heterodimeren 
Rezeptoren für NRG-1β dar. ErbB2 hat als Homodimer bisher keine bekannten Liganden. Jedoch 
können durch Bindung von NRG-1β an ErbB3 oder -4 Heterodimere mit ErbB2-Monomeren gebildet 
werden. ErbB3 besitzt keine intrinsische Tyrosinkinaseaktivität, kann allerdings ebenfalls über die 
Heterodimerisierung mit ErbB2 oder -4 aktive Rezeptoren bilden (Gumà et al. 2010; Fiaturi et al. 
2014). 
 
Abb. 4: Übersicht der ErbB-Rezeptoren und ihrer Liganden 
 
NRG-1β wird ab Mitte der Gestation von Pneumozyten und Fibroblasten der fetalen Lunge exprimiert  
(Patel et al. 2000). Es steigert die Proliferation der fetalen Lungenzellen in gleichem Maße wie FCM 
(Patel et al. 2000; Dammann et al. 2003; Zscheppang et al. 2007; King et al. 2014a; King et al. 
2014b). Der Einfluss auf die Zellproliferation in der fetalen Lunge scheint über den ErbB4-Rezeptor 
vermittelt zu werden, da ein knock-out des Rezeptors in Mäusen zu einer verminderten Verzweigung 
der Atemwege sowie mangelnder Entwicklung des pulmonalen Abwehrsystems führt (Purevdorj et al. 
2007). Auch die Bindung an ErbB2/3-Heterodimere trägt zur Beschleunigung der Morphogenese der 
Lungenverzweigung durch NRG-1β bei (Liu et al. 2004). Während der Lungenentwicklung kommt es 





Anstieg der Expression von NRG-1β. Die Synthesemenge und Synthesebeginn der Surfactantproteine 
werden durch NRG-1β im gleichem Maße wie durch FCM oder Glukokortikoide gesteigert (Patel et al. 
2000; Dammann et al. 2003; Zscheppang et al. 2007; King et al. 2014a; King et al. 2014b). Mehrere 
der bisher bekannten Signaltransduktionswege des NRG-1β unterstreichen einen Einfluss des 
Mediators auf den Surfactantmetabolismus. Im Allgemeinen ähnelt das Dimerisierungsverhalten der 
ErbB-Rezeptoren nach Bindung an NRG-1β dem nach Inkubation mit FCM stark (Dammann et al. 
2003). Die Aktivierung des ErbB4-Rezeptors führt hierbei zu einer Steigerung der 
Surfactantproduktion (Liu et al. 2010). NRG-1β allein kann zwar nicht alle Effekte des FCM über den 
ErbB4-Rezeptor imitieren, dennoch könnte es im Zusammenspiel mit anderen durch Fibroblasten 
sezernierten Faktoren einen Einfluss haben (Zscheppang et al. 2006). Da die Fähigkeit des 
Alveolarepithels zur Surfactantproduktion eng mit dessen Differenzierungsgrad zusammenhängt, liegt 
eine Beteiligung von NRG-1β an weiteren Prozessen der Differenzierung nahe. Die einmal erreichte 
Differenzierung zu reifem Alveolarepithel wird durch den ErbB2-Rezeptor aufrechterhalten (Patel et al. 
2000; Vermeer et al. 2006). Für die fortschreitende Differenzierung spielt neben der 
Surfactantproduktion die Resorptionskapazität der fetalen Lunge eine besondere Rolle. Es werden 
daher Effekte von NRG-1β auf die epithelialen Ionenkanäle der Pneumozyten vermutet. Es konnte 
eine Steigerung der Expression und Aktivität des β2-Adrenozeptors infolge der Inkubation mit NRG-1β 
beobachtet werden (King et al. 2014a, King et al. 2014b). Eine vermehrte β2-Adrenozeptoraktivität 
geht hierbei mit erhöhter Kapazität zur Resorption von Alveolarflüssigkeit einher. Da eine gesteigerte 
β2-Adrenozeptorexpression und -aktivität im Allgemeinen zur vergleichbaren Wirkung auf den ENaC 
des Epithels führt, wäre nach Inkubation von Pneumozyten mit NRG-1β eine Aktivitätssteigerung des 
ENaC zu erwarten. NRG-1β würde die Lungendifferenzierung und perinatale Transition 
möglicherweise auf diesem Weg begünstigen (Provost et al. 2004; King et al. 2014a). Bei Inkubation 
von Pneumozyten mit Dexamethason kommt es zudem zu einer erhöhten Sekretion von NRG-1β. Da 
Glukokortikoide pränatal vor allem differenzierungsfördernd auf die fetale Lunge wirken, könnte der 
resultierende erhöhte NRG-1β-Spiegel damit einhergehen und wiederum ähnliche Effekte haben (King 
et al. 2014a). Verwandte Proteine des NRG-1β, z. B. Hereguline, führen zu einer vermehrten 
Expression von Tight Junctions und einer Verdichtung des Epithels vermittelt über ErbB2/3. Dies 
spricht ebenfalls für eine gesteigerte Differenzierung und lässt ähnliche Wirkungen des NRG-1β 
vermuten (Gon et al. 2011).  
Da NRG-1β Einflüsse auf die Zellproliferation und -differenzierung zu haben scheint, liegt eine 
Beteiligung an der Regulation der Ionenkanalexpression und -aktivität nahe. Hierbei wäre sowohl eine 
Beteiligung an der intrauterinen Flüssigkeitssekretion als Voraussetzung der Proliferation als auch an 
der Flüssigkeitsresorption zur perinatalen Lungentransition vorstellbar. In humanem Nabelschnurblut 
und Umbilikalvenenendothel Frühgeborener wurde im Vergleich zum Reifgeborenen eine geringere 
NRG-1β-Konzentration nachgewiesen. Mit zunehmenden Gestationsalter steigt die NRG-1β-
Konzentration an (Hoffmann et al. 2010; Pleickhardt et al. 2010). Durch die unreife Zusammensetzung 
der von den Fibroblasten sezernierten Faktoren und die möglicherweise geringere Produktion von 
NRG-1β zum Zeitpunkt einer Frühgeburt, könnte die resultierende unreife Ionenkanalverteilung der 






Die bisher herausgestellten Effekte des NRG-1β legen eine Beteiligung dieses Mediators an den 
epithelial-mesenchymalen Wechselwirkungen der Lunge nahe. Als physiologischer Bestandteil des 
FPF könnte NRG-1β die pulmonale Expression und Aktivität der Ionenkanäle beeinflussen und 
pränatal zu einer erhöhten Flüssigkeitssekretion bzw. perinatal zur -resorption der Lunge beitragen. 
Bedingt durch die unreife Zusammensetzung des FPF und die damit einhergehende unreife 
Ionenkanalexpression beim Frühgeborenen, könnte eine Gabe von NRG-1β möglicherweise als 
zukünftige therapeutische Option des RDS in Frage kommen. Diese Arbeit dient vor allem der 
Spezifizierung der Rolle des NRG-1β im Vergleich zur Gesamtheit der durch die Fibroblasten 
sezernierten Faktoren. Es wurde ein Augenmerk auf die zeitabhängigen Effekte und den Einfluss 
weiterer im Inkubationsmedium vorhandener Faktoren gelegt. Nach Zusammenschau der bisher 
veröffentlichten Literatur ergaben sich die folgenden Fragestellungen: 
• Welchen Einfluss hat FCM auf die Ionenkanalexpression und -aktivität der fetalen 
Typ-II-Pneumozyten? 
• Kann eine Inkubation mit NRG-1β die Effekte des FCM imitieren? 
• Begünstigen FCM und NRG-1β die Reifung fetaler Typ-II-Pneumozyten? 
• Unterscheiden sich kurzzeitige von langzeitigen Effekten des NRG-1β? 
• Werden die Effekte des FCM über den ErbB2-Rezeptor vermittelt, welcher ebenfalls an der 








2.1.1 Anlage einer Primärkultur fetaler Typ-II-Pneumozyten der Ratte 
Zur Untersuchung der Ionentransportverhältnisse fetaler Typ-II-Pneumozyten eignen sich fetale distale 
Lungenepithelzellen (FDLE-Zellen) der Ratte (Jassal et al. 1991). Pro Versuchsansatz wurden etwa 
18 Rattenfeten von zwei bis drei trächtigen Sprague-Dawley-Ratten am 20. bis 21. Tag post 
conceptionem (E20-21) genutzt. Diese wurden durch das Medizinisch-Experimentelle Zentrum der 
Medizinischen Fakultät Leipzig bereitgestellt und dort zuvor unter Standardbedingungen gehalten. Die 
Raumtemperatur betrug 22 °C bei 55 % Luftfeuchte und 12 h-Hell-Dunkel-Rhythmus. Futter und 
Wasser waren frei verfügbar. Die Tierhaltung sowie die Tötung der Versuchstiere wurden der 
zuständigen Behörde (Landesdirektion Sachsen, T36/13) angezeigt. 
Nach Tötung des Muttertiers mittels CO₂ und Spülung des Bauchraumes sowohl vor als auch 
nach Eröffnung der Haut mit 70 %igem Ethanol, erfolgte die Eröffnung des Peritoneums. Die 
Uterusschläuche wurden entnommen und in Petrischalen auf Eis gelagert. Die weiteren Arbeitsschritte 
erfolgten unter der Sterilwerkbank. Nach Entnahme der Feten aus dem Uterusschlauch wurden diese 
dekapitiert, das fetale Herz-Lungen-Paket entfernt und in einer Petrischale auf Eis mit Hank’s 
Balanced Salt Solution (HBSS) gesammelt. Das Lungengewebe wurde unter dem binokularen 
Stereomikroskop von Herz und Gefäßen getrennt und erneut mit frischem HBSS auf Eis gespült. 
Anschließend wurde das Gewebe in eine leere Petrischale überführt und 10 min mit einer Rasierklinge 
mechanisch dissoziiert. Die Zellsuspension wurde anschließend dreimal mit HBSS gespült. Daraufhin 
wurde die Zellsuspension in die Trypsinierungslösung (siehe 2.5) in einem Schikanekolben mit 
Magnetrührstäbchen überführt. Im Wasserbad von 37 °C, dem physiologischen Temperaturoptimum 
des Trypsins, wurde die Zellsuspension auf dem Magnetrührer für 10 min enzymatisch dissoziiert. Der 
Verdau des Lungengewebes wurde durch Zugabe von 20 ml Zellkulturmedium (ZK-Medium, siehe 2.5) 
gestoppt, sobald die Dissoziation durch Auflösung von größeren Konglomeraten zu erkennen war. 
Anschließend wurde die Zellsuspension mit einem 100 µm Netzfilter filtriert und bei 420 x g für 3 min 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 30 ml reinem Minimal Essential Medium 
(MEM) resuspendiert und nochmals bei 120 x g für 3 min zentrifugiert. Nach Verwurf des Überstandes 
wurde das Pellet in der Collagenaselösung (siehe 2.5) resuspendiert und für 15 min im Wasserbad bei 
37 °C inkubiert. Die enzymatische Dissoziation wurde erneut durch Zugabe von 20 ml ZK-Medium 
gestoppt und die Zellsuspension bei 420 x g für 3 min zentrifugiert. Nach erneuter Resuspension in 
ZK-Medium wurde die Zellsuspension in T75 cm²-Zellkulturflaschen ausgesät und für 1 h bei 37 °C 
inkubiert, um eine Sedimentation der Fibroblasten auf dem Flaschenboden zu erreichen. 
Anschließend wurde der Überstand aus den Zellkulturflaschen abgenommen und diese zweimal mit 
ZK-Medium gespült. Überstand und Spülmedium wurden gesammelt und bei 420 x g für 3 min 
zentrifugiert. Das Pellet wurde wiederum in ZK-Medium resuspendiert und erneut für 1 h bei 37 °C im 
Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurde der Überstand entnommen und die Zellkulturflaschen 





zentrifugiert und das Pellet anschließend in ZK-Medium resuspendiert. Es folgte eine dreimalige 
Zentrifugation in ZK-Medium bei 140 x g für jeweils 3 min. Nach der letzten Resuspension wurde eine 
Zellzählung mit Trypanblau in der Neubauer-Zählkammer durchgeführt. Hierdurch wurde die 
Einschätzung der Viabilität (vitale Zellen: hell; avitale Zellen: blau) sowie die bessere Zellzählung 
ermöglicht. Es wurden alle vier Quadranten der Zählkammer manuell ausgezählt und nach der 




× 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 2 = 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 × 104 𝑚𝑙⁄  
 
Je nach benötigter Zellzahl für die Aussaat auf den Zellkulturplatten wurde das Pellet in der 
entsprechenden Menge ZK-Medium resuspendiert und eine Zellzahl von 2 x 106 Zellen/ml eingestellt. 
Die Aussaat erfolgte auf permeablen Snapwell™-Zellkulturplatten (Porengröße 0,4 µm, 1 cm2 Fläche) 
zur Messung an der Ussing-Kammer, wobei jeweils 0,5 ml Zellsuspension in das apikale 
Kompartiment und 2,5 ml ZK-Medium in das basolaterale Kompartiment gegeben wurden. Für die 
molekularbiologischen Analysen wurden die Zellen auf ThinCert™-Zellkultureinsätzen (Porengröße 
0,4 µm, 4,5 cm2 Fläche) ausgesät und jeweils 1 ml Zellsuspension in das apikale Kompartiment sowie 
2 ml ZK-Medium in das basolaterale Kompartiment gegeben. Der Medienwechsel erfolgte alle 24 h 
(siehe 2.1.3). 
 
2.1.2 Gewinnung von Fibroblasten-konditioniertem Medium 
Während der Gewinnung der FDLE-Zellen findet eine Trennung von pulmonalen Fibroblasten und 
Pneumozyten statt. Dazu wurde die Zellsuspension für 1 h in Zellkulturflaschen im Brutschrank 
inkubiert. Innerhalb dieser Inkubationszeit adhärieren nur die in der Zellsuspension enthaltenen 
Fibroblasten an die Zellkulturflaschen, während die Pneumozyten im Überstand entnommen werden 
können (siehe 2.1.1). Die adhärierten Fibroblasten wurden zur Herstellung des FCM genutzt. Dieses 
besteht aus dem oben genannten ZK-Medium und den zusätzlich durch Fibroblasten während der 
Inkubation sezernierten Faktoren. Alle 24 h erfolgte die Abnahme des FCM und Zugabe von frischem 
ZK-Medium zu den Fibroblasten. Die Überstände wurden bei 320 x g für 5 min zentrifugiert und der 
Überstand bei -30 °C gelagert. In der Regel waren die Fibroblasten nach 48 h konfluent und wurden 
auf größere Zellkulturflaschen expandiert. Dazu wurden die Fibroblasten nach der Medienabnahme 
mit Phosphate Buffered Saline (PBS) gespült und bei 37 °C mit Trypsin (0,05 %) inkubiert bis die 
Ablösung der Zellen erfolgte. Daraufhin wurde die Reaktion durch Zugabe von ZK-Medium gestoppt 
und die Zellsuspension in T175 cm²-Zellkulturflaschen überführt. Nach der Expansion wurde das 
Medium noch zweimal nach je 24 h abgenommen und die Fibroblasten anschließend verworfen. 
 
2.1.3 Anzucht und Inkubation 
Die FDLE-Zellkulturen wurden für insgesamt 72 h bei 37 °C inkubiert. Hierbei wurden die folgenden 





ZK-Medium: Standardmedium für normale Wachstumsbedingungen. Zum kommerziell erhältlichen 
MEM wurde fetales Kälberserum (FKS), L-Glutamin sowie Penicillin/Streptomycin und Amphotericin B 
zugegeben. 
 
Serumfreies Medium (SF-Medium): Dieses kommerziell erhältliche Medium ist für eine Kultivierung 
der Zellen ohne Serum optimiert. Im Serum enthaltene Bestandteile, welche einen Einfluss auf die 
FDLE-Zellen haben könnten, werden somit ausgeschlossen. 
 
FCM: ZK-Medium, welches für 24 h auf primären fetalen Lungenfibroblasten inkubiert wurde und die 
von Fibroblasten sezernierten Faktoren enthält, um die epithelial-mesenchymalen Wechselwirkungen 
zu untersuchen. 
 
ZK-Medium mit 50 ng/ml NRG-1β: Durch Zugabe von NRG-1β zum ZK-Medium konnten 
Unterschiede bedingt durch diesen Mediator untersucht werden. Dabei wurden die Zellen für 24 h oder 
2 h mit diesem Medium inkubiert. 
 
SF-Medium mit 50 ng/ml NRG-1β: Durch Zugabe von NRG-1β zum SF-Medium wurde untersucht, 
ob und in welchem Maße Serumbestandteile einen Effekt auf die NRG-1β-Wirkung haben. 
 
FCM mit 1 µM AG-825: Durch Zugabe des selektiven kompetitiven ErbB2-Inhibitors AG-825 wurde 
untersucht, ob die Effekte von FCM bzw. NRG-1β über diesen Rezeptor vermittelt werden. 
 
Um direkte Vergleiche zu ermöglichen, wurde den Negativkontrollen jeweils die gleiche Konzentration 








2.2 Messungen in der Ussing-Kammer 
2.2.1 Prinzip und Aufbau 
Die Ussing-Kammer stellt eine elektrophysiologische Apparatur zur Messung der Ionentransport- und 
Barriereverhältnisse epithelialer Zellkulturen dar. Der schematische Aufbau einer einzelnen Kammer 
wird aus Abb. 5 ersichtlich. Die Apparatur besteht aus 8 Kammern, mit denen jeweils 8 Epithelien 
gleichzeitig gemessen werden können. Jede Kammer besteht aus zwei Plexiglashälften, zwischen die 
zur Messung ein Epithel eingespannt wird. Beide Seiten der Kammer sind über zwei Spannungs- und 
zwei Stromelektroden zu zwei Halbzellen verbunden und stellen das basolaterale (rechts) und apikale 
(links) Kompartiment der Alveolen in vivo nach. Die beiden Kammern werden je nach eingesetztem 
Epithel mit verschiedenen Elektrolytlösungen befüllt, in diesem Fall Ringer-Glucose- 
und -Mannitol-Lösung (siehe 2.5). Die elektrophysiologische Messung beruht im Wesentlichen auf 





Über das epithelnahe Elektrodenpaar (spannungsmessende Elektroden) kann zu verschiedenen 
Messzeitpunkten die transepitheliale Spannung Vte über dem Epithel abgeleitet werden. Diese 
entsteht durch einen gerichteten Ionentransport Ite über dem Epithel und die daraus resultierende 
Potentialdifferenz beider Halbzellen. Das eingespannte Epithel wirkt hierbei als Widerstand R sowie 
als Gleichstromquelle. Während der Messung im Stromklemmen-Modus (current clamp-Modus) wird 
Vte über dem Epithel gemessen. Über die epithelfernen Elektroden (strominjizierende Elektroden) wird 
ein Strom appliziert, welcher zu einer Aufhebung des elektrischen Gradienten führt, sinngemäß also 
einen Kurzschluss bewirkt (short curcuit-Modus). Der benötigte Strom wird als transepithelialer 
Kurzschlussstrom (ISC in µA/cm2) bezeichnet. Um den elektrischen Gradienten aufzuheben muss der 
abgegebene Strom in entgegengesetzte Richtung des Netto-Ionentransportes fließen. Je nach Größe 
können in der Aufzeichnung Ausschläge in positive oder negative Richtung beobachtet werden. Der 
chemische Gradient wird durch gleiche Ionenverhältnisse in den Lösungen beider Kompartimente 
ausgeschalten, sodass zum Zeitpunkt der ISC-Berechnung nur noch ein aktiver transzellulärer 
Ionentransport stattfinden kann. Dieser gilt als Maß für die Ionentransportkapazität und die 
Barrierefunktion des Epithels. Des Weiteren wird der transepitheliale Widerstand (TER) gemessen, 
welcher ein Maß für die mit dem Differenzierungsgrad korrelierende Barrierefunktion des Epithels 
darstellt. Mit zunehmender Expression von Tight Junctions kommt es zur Polarisierung der Zellen in 
ein apikales und ein basolaterales Kompartiment, welche die Grundvoraussetzung für den gerichteten 







Abb. 5: Vereinfachter Schaltkreis der Ussing-Kammer: 1 strominjizierende Elektroden, 
2 spannungsmessende Elektroden, 3 Epithel, 4 Voltmeter, 5 Ampermeter, 6 Spannungsquelle. 
 
Die Ussing-Kammer verfügt zudem über ein Heizsystem, welches über ein externes Wasserbad eine 
Systemtemperatur von 37 °C ermöglicht. Während der Messung wurden die Zellen mit Carbogen 
(95 % CO2 und 5 % O2) versorgt. Um die Ionentransportverhältnisse der Epithelien zu beeinflussen, 
können während der Messung verschiedene Zusätze in die Halbzellen pipettiert werden (siehe 2.2.3). 
 
2.2.2 Vorbereitung 
Genutzt wurden Silber-/Silberchlorid-Ionen-Elektroden, welche in 3 M Kaliumchlorid-Lösung getaucht 
werden und über eine Salzbrücke aus 3 M Kaliumchlorid-Lösung und 4 % Agarose mit der 
Ringerlösung in den Kammern verbunden sind. Die Spitzen wurden mit Agarose abgedichtet und 
dann mit Kaliumchlorid-Lösung aufgefüllt. Sowohl Spannungs- als auch Stromelektroden wurden in 
die Kammer eingebaut und diese mit Elektrolytlösung befüllt. Die gemessene Spannung und der 
Kanal der Stromelektroden wurden manuell genullt bis Ungleichheiten der Elektroden und 
Kammerseiten ausgeglichen waren, die Spannung nahezu konstant bei 0 mV blieb und somit ein 
Ausgangspunkt für die Messung definiert wurde.  
 
2.2.3 Ablauf der Messung 
Zur Messung wurde je ein Epithel pro Kammer eingespannt, in die linke Kammer 5 ml 
Mannitol-Lösung, in die rechte Kammer 5 ml Glucose-Lösung gefüllt und die Gaszufuhr mit Carbogen 
geöffnet. Die Messung an der Ussing-Kammer erfolgte mit Hilfe der Software AQUIRE and ANALYZE, 
die eine kontinuierliche Aufzeichnung der Ströme zulässt. Um nicht vollständig konfluente Epithelien 
aus der Messung auszuschließen, wurden jene mit einem TER < 300 Ω verworfen. Nach Start der 





Anschließend wurden die in Tab. 1 dargestellten Zusätze nacheinander in die Kammern gegeben. Die 
Messung mit Salbutamol erfolgte separat. 
 
Tab. 1: Zusätze während der Ussing-Kammer-Messung 
Zusatz Seite der Kammer Endkonzentration  
Amilorid apikal 10 µM 
Forskolin apikal 10 µM 
CFTRinh172 apikal 10 µM 
Salbutamol basolateral 10 nM 
 
Vor bzw. nach jeder Applikation wurde die Einstellung des ISC-Plateaus der Epithelien abgewartet. 
Nach Wirkung der Substanzen entstanden entsprechende Differenzen des ISC. Diese erlauben die aus 
Tab. 2 ersichtlichen Rückschlüsse auf den Ionentransport der Epithelien. 
 
Tab. 2: Erhobene Parameter während der Ussing-Kammer-Messung 
Parameter Interpretation 
Ibasal basale Gesamtionenkanalaktivität  
∆IAmil Differenz durch Zugabe von Amilorid, repräsentativ für die Aktivität aller ENaC 
IAmil-insens Reststrom nach Inhibition aller ENaC durch Amilorid 
∆IForskolin Stromerhöhung durch Aktivierung aller cAMP-abhängigen Ionenkanäle 
∆ICFTR Differenz nach Inhibition aller CFTR-Kanäle durch CFTRinh172 








2.3 Molekularbiologische Methoden 
2.3.1 Zelllyse und RNA-Isolation 
Die Zelllyse sowie die RNA-Isolation wurden mit dem PureLink® RNA Mini Kit (Life Technologies) 
nach Herstellerangaben durchgeführt. Um die FDLE-Zellen zu lysieren wurde zunächst das Medium 
von den Thincert™-Einsätzen abgesaugt und die Zellen mit 3 ml PBS gespült. Der Lysepuffer wurde 
mit 1 % β-Mercaptoethanol versetzt und je 350 µl pro Einsatz zugegeben. Mit Hilfe eines Zellschabers 
wurden die Zellen von der Membran gelöst und das gewonnene Zelllysat bei -80 °C gelagert. Die 
RNA-Isolation mit dem oben genannten Kit beruht auf der Nutzung einer Kieselerdmembran als Filter, 
an welchen die RNA bindet. Die isolierte RNA wurde in Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer) eluiert. Die 
Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA erfolgte mittels Absorptionsspektrometrie am 
NanoDrop® ND-1000. Hierbei wird die Nukleinsäurekonzentration bei einer Wellenlänge von 260 nm 
gemessen. Anschließend wurde die RNA zu je 1 µg aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 
 
2.3.2 Reverse Transkription 
Bei der reversen Transkription erfolgt eine Umschreibung der RNA in komplementäre DNA (cDNA). 
Dazu wurde die RNA zunächst mit dem Thermo Scientific RapidOut DNA Removal Kit 




RNA (1 µg) 8,5 µl 
10 x DNase1 Puffer mit MgCl₂ 1,0 µl 
DNase 1 0,5 µl 
20 µl Gesamtansatz 
Inkubation bei 37 °C für 30 min 
 
Anschließend wurde zur Entfernung der DNase pro Ansatz 1 µl DNase Removal Reagent zugegeben 
und resuspendiert. Es folgte eine zweiminütige Inkubation bei Raumtemperatur sowie die 
Zentrifugation für 1 min bei 1000 x g. Der Überstand wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt 
(etwa 10 µl) und stellt somit die gereinigte RNA dar. Zur reversen Transkription wurde das Maxima H 
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher) genutzt. Als Primer wurden Oligo(DT)18 
verwendet, die an Polyadenosinsequenzen des RNA-Templates binden. Hierzu wurden die folgenden 












Temperatur Zeit  
65 °C 5 min  
  4 °C ∞  
   
* Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTP) 
 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden pro Ansatz folgende Reagenzien ergänzt und nach dem 





Maxima (Reverse Transkriptase) 0,5 µl 
H2O 0,5 µl 
 
Temperatur Zeit  
50 °C 30 min  
85 °C   5 min  
  4 °C   ∞  
   
 
2.3.3 Herstellung eines Plasmidstandards 
Zur Analyse der Genexpression wurde zunächst ein Plasmidstandard erstellt. Das generierte Plasmid 
soll das genspezifische Amplifikat enthalten. Dazu wurde zunächst ein Mastermix für die 
Polymerase-Kettenreaktion(PCR)-Amplifikation mit genspezifischen Primern hergestellt. Pro Ansatz 
wurden folgende Zusätze pipettiert und nach dem nebenstehenden Protokoll inkubiert: 
  
Zusatz Menge  
cDNA 5,0 µl 
Primer forward 0,5 µl 








Temperatur Zeit Zyklen 









72 °C   1 min   1 x 
  4 °C   ∞  
 
Zur Erfolgskontrolle erfolgte eine Gelelektrophorese (siehe 2.3.5). Wenn das amplifizierte 









Die gewonnenen PCR-Produkte wurden mittels Ligation in einen ringförmigen Vektor 
(Topoisomerase I-activated pCR™2.1-TOPO® vector) eingebracht. Dazu wurde das TOPO® TA 
Cloning® Kit (Invitrogen) genutzt. Zur Ligation wurden je 4 µl des PCR-Produkts mit 0,6 µl Salzlösung 
und 0,6 µl pCRII-Vektor versetzt und der Ansatz für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur 
Vorbereitung der Transformation wurden chemisch kompetente E. coli XL10-Gold auf Eis aufgetaut 
und je 3 µl des Ligationsansatzes pro Reaktionsgefäß kompetenter Bakterien pipettiert. Der Ansatz 
wurde dann für 30 min bei 4 °C gekühlt und ein Hitzeschock für 30 s bei 42 °C angeschlossen, um die 
Plasmide in die Bakterien einzubringen. Danach wurden die Proben wieder kurz auf Eis gekühlt und 
250 µl 37 °C warmes Lysogeny Broth Medium (LB-Medium) pro Ansatz zugegeben. Es folgte eine 
45-minütige Inkubation bei 37 °C im Schüttler. Anschließend wurden die transformierten Bakterien auf 




Zur Identifikation positiver Klone, die das gewünschte Plasmid enthalten, wurden ausgewählte Klone 
einer Kolonie-PCR unterzogen. Zunächst wurde ein Mastermix für die Kolonie-PCR hergestellt. Dieser 
enthielt die folgenden Komponenten pro Ansatz:  
 
Zusatz Menge  
Primer M13 (-20) forward   0,5 µl 
Primer M13 reverse   0,5 µl 
MgCl2   1,4 µl 
10 x Puffer   2,5 µl 
dNTPs   0,5 µl 
Taq-Polymerase   0,2 µl 
H2O 19,4 µl 
 
Die potentiell positiven Klone wurden in je 25 µl des Mastermix resuspendiert sowie auf neue 
Agarplatten für die spätere Plasmidpräparation ausgestrichen. Die Agarplatten wurden bei 37 °C über 
Nacht inkubiert. Die PCR-Amplifikation im Thermocycler erfolgte nach folgendem Protokoll: 
 
Temperatur Zeit Zyklen 









72 °C   1 min   1 x 
  4 °C   ∞  






Nach Identifizierung der positiven Klone wurden die Plasmide mittels Minipräparation aus den 
Bakterien isoliert. Zunächst wurde LB-Medium zur selektiven Vermehrung der transformierten 
Bakterien mit 50 µg/ml Ampicillin versetzt. Je 5 ml des Mediums wurden in ein Bakterienröhrchen 
überführt und ein Abstrich von der Masterplatte der ausgewählten Klone im Medium gelöst. Die 
Ansätze wurden über Nacht (etwa 16 h) bei 37 °C geschüttelt, um eine ausreichende Vermehrung der 
Bakterien zu gewährleisten. Am nächsten Tag wurde pro Ansatz eine Glycerinkultur zur dauerhaften 
Lagerung angelegt. Hierzu wurden 500 µl Bakterienkultur und 500 µl Glycerol (87 %) gemischt und 
anschließend bei -80 °C gelagert. Die restliche Bakterienkultur wurde in ein 15 ml Reaktionsgefäß 
überführt und bei 4000 x g für 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. In der 
Zwischenzeit wurde TE-Puffer auf 65 °C erwärmt. Die weitere Plasmidgewinnung erfolgte mit Hilfe des 
PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen) nach Herstellerprotokoll. Die gewonnene 
Plasmid-DNA wurde mittels TE-Puffer eluiert. Die DNA-Konzentration im Eluat wurde nun am 
NanoDrop® ND-1000 (siehe 2.3.1) gemessen. Die Molekülzahl der Plasmide für den Plasmidstandard 






((𝑏𝑝 × 660) × 6,022 × 1023))
  
 
2.3.4 Quantitative Real-Time PCR 
Zur Quantifizierung der Genexpression der verschiedenen Ionenkanäle wurden quantitative Real-Time 
PCRs (qPCR) durchgeführt. Hierzu wird das PCR-Prinzip der exponentiellen Vermehrung der 
DNA-Stränge durch Amplifikation mit einer Polymerase genutzt. Der verwendete SYBR® Select 
Mastermix enthält den Farbstoff SYBR®-Green, welcher als interkalierende Substanz nach Einbau in 
die DNA-Stränge zur quantitativen Messung genutzt werden kann, da die Zunahme der 
UV-Fluoreszenz proportional zur Zunahme der DNA-Konzentration ist. Zu Beginn wurde die 
entsprechende cDNA 1:10 mit TE-Puffer verdünnt. Das Plasmid, welches das genspezifische Insert 
enthält, wurde zu einer Standardreihe mit TE-Puffer verdünnt. Diese Verdünnungsreihe 
(Verdünnungen von 108 bis 102) dient der Quantifizierung der Template-Konzentration in den 
unbekannten Proben. Zunächst wurde ein Mastermix angefertigt, dieser enthielt pro Ansatz: 
 
Zusatz Menge  
Primer forward 0,4 µl 
Primer reverse 0,4 µl 
SYBR® Select Mastermix 10,0 µl 
H2O 4,2 µl 






Anschließend wurden pro Kavität der PCR-Platte 15 µl Mastermix und 5 µl verdünnte cDNA oder 
TE-Puffer (Negativkontrolle) aufgetragen. Die qPCR wurde am qPCR-Cycler (CFX 96, Bio-Rad) mit 
Hilfe der Software Bio-Rad CFX Manager™ nach dem folgenden Temperaturprotokoll durchgeführt: 
 
Temperatur Zeit Zyklen 
50 °C   2 min   1 x 









  4 °C   ∞  
 
Da die Markierung mittels SYBR®-Green unspezifisch ist, und theoretisch auch ungewollte 
cDNA-Fragmente amplifiziert und markiert werden können, verfügt das System des CFX 96 Cyclers 
über die Möglichkeit der Schmelzkurvenanalyse. Hierbei wird die Temperatur zur Denaturierung der 
DNA-Doppelstränge schrittweise erhöht und bei Trennung der Stränge eine Fluoreszenzveränderung 
durch Freiwerden des Farbstoffs detektiert. Da diese spezifische Schmelztemperatur mit der 
Fragmentlänge der DNA korreliert, kann somit eine Amplifikation unspezifischer Produkte erkannt 




Der Nachweis der qPCR-Produkte sowie die Kontrolle der entstandenen Fragmentlängen erfolgten 
mittels Agarose-Gelelektrophorese. Die negativ geladenen DNA-Stränge wandern hierbei in einem 
elektrischen Feld in Richtung der Anode durch ein Agarosegel. Durch die Porengröße des Gels 
werden die Fragmente dabei nach ihrer Größe aufgetrennt und diese anhand einer DNA-Leiter 
(Ladder) abgelesen. Das 2 %ige Agarosegel wurde aus 2,0 g Agarose und 100 ml 1 x Tris-Acetat-
Puffer (TAE-Puffer, siehe 2.5) hergestellt. Das Gel wurde anschließend in die Elektrophorese-Kammer 
gegeben und diese mit TAE-Puffer aufgefüllt. Vor dem Auftragen wurden je 5 µl der Proben mit etwa 
1 µl Probenpuffer (Loading Dye, siehe 2.5) gemischt und jeweils 5 – 10 µl in die Slots aufgetragen. Der 
Probenpuffer erhöht die Dichte der Probe, macht diese durch eine Färbung sichtbar und erleichtert 
somit das Auftragen. Zur Auswertung der Fragmentlängen wurde der GeneRuler 1 kB plus DNA 
Ladder (Thermo Fisher) genutzt. Die Elektrophorese lief für 45 min bei 90 V und die Gele wurden im 







2.4 Statistische Auswertung 
Die statistische und grafische Auswertung der Experimente erfolgte mit Hilfe der Software 
GraphPad Prism 5 nach Systematisierung der Daten mittels Microsoft Excel. Die Mittelwerte beider 
Versuchsgruppen wurden im Falle einer Normalverteilung der Ergebnisse mit dem unabhängigen 
t-Test verglichen. Lies sich keine Normalverteilung nachweisen wurde der U-Test nach Mann-Whitney 
angewendet. Im Falle einer Varianzheterogenität zwischen beiden Gruppen wurde eine Welch’sche 
Korrektur angewandt. Ein Unterschied zwischen den Gruppen wurde ab einem p-Wert < 0,05 als 







2.5 Material- und Chemikalienliste 
Materialien:  
Zellkultur 
6-Well-Platten - greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland 
Collagenase Typ 1 - CellSystems Biotechnologie, Troisdorf, Deutschland 
DNase1 - CellSystems Biotechnologie, Troisdorf, Deutschland 
Ethanol 99 % MEK vergällt - Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig, Deutschland 
HBSS - Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland 
MEM Earles, ohne L-Glutamin - Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland 
Snapwell™-Platten - Corning, Wiesbaden, Deutschland 
T75 cm² Zellkulturflaschen - greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland 
ThinCerts™ 0,4 µm - greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland 
Trypanblau, 0,4 % Lösung - Sigma-Aldrich Chemie, München, Deutschland 
Trypsin - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
 
Inkubation 
AG-825 - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
Antibiotika-Antimykotika - Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland 
FKS - Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 
Humaner NRG-1β-Antikörper #AF-396-NA - R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland 
L-Glutamin - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
NRG-β1 - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
PBS - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
SF-Medium - Corning, Wiesbaden, Deutschland 
Trehalose - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
 
Ussing-Kammer-Messung 
Amilorid - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
CFTRinh172 - Tocris, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 
Forskolin - Tocris, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 
Glucose - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
HEPES - AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Mannitol - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
Salbutamol - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
Ussing-Kammer - Physiological Instrument Inc., San Diego, USA 
 
Zelllyse und RNA-Isolation 
D-PBS - Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 
Purelink® RNA Mini Kit - Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland 






Maxima H Minus DNA Synthesis Kit - Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland 
RapidOut DNA Removal Kit - Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland 
 
Plasmidherstellung 
Agarose - Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Ampicillin - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
E. coli XL 10-Gold – eigene Herstellung 
Glycerol - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
LB-Agar - Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit - Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland 
Taq-Platinum - Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland 
TOPO® TA Cloning® Kit - Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland 
 
Real-Time qPCR 
Primer - metabion GmbH, Planegg/Steinkirchen, Deutschland 
SYBR® Select Master Mix - Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
TE-Puffer - AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
 
Tab. 3: Auflistung der für die qPCR verwendeten Primersequenzen 
Zielstruktur Primername Sequenz 
ENaC-α-Untereinheit ENaC1-rno-forward 5‘ TTCTGGGCGGTGCTGTGGCT 3‘ 
 ENaC1-rno-reverse 5‘ GCGTCTGCTCCGTGATGCGG 3‘ 
ENaC-β-Untereinheit ENaC2-rno-forward 5‘ TGCAGGCCCAATGCCGAGGT 3‘ 
 ENaC2-rno-reverse 5‘ GGGCTCTGTGCCCTGGCTCT 3‘ 
ENaC-γ-Untereinheit ENaC3-rno-forward 5‘ CACGCCAGCCGTGACCCTTC 3‘ 
 ENaC3-rno-reverse 5‘ CTCGGGACACCACGATGCGG 3‘ 
Na-K-ATPase-α1- Na-K-ATPase-a1-rno-forward 5‘ GGACGAGACAAGTATGAGCCCGC 3‘ 
Untereinheit Na-K-ATPase-a1-rno-reverse 5‘ CATGGAGAAGCCACCGAACAGC 3‘ 
Na-K-ATPase-β1- Na-K-ATPase-b1-rno-forward 5‘ GCGCAGCACTCGCTTTCCCT 3‘ 
Untereinheit Na-K-ATPase-b1-rno-reverse 5‘ GGGCCACACGGTCCTGGTACG 3‘ 
CFTR-Kanal CFTR-rno-forward 5‘ GCCTTCGCTGGTTGCACAGTAGTC 3‘ 
 CFTR-rno-reverse 5’ GCTTCTCCAGCACCCAGCACTAGA 3‘ 
Neuregulin-1β Nrg1(1-3)-rno-forward 5‘ CTCTACTGCACCGCCCTTCCC 3‘ 
 Nrg1(1-3)-rno-reverse 5’ GGCTGGTCCCAGTCGTGGATG 3‘ 
β2-Adrenozeptor b2ar-rno-forward 5‘ GCCACACGGGAATGACAGCGAC 3‘ 
 b2ar-rno-reverse 5‘ GTCGCTCGAACTTGGCAATGGC 3‘ 
Mitochondriales Ribo- Mrps18a-rno-forward 5‘ GCGACCGGCTGGTTATGGCT 3‘ 







Agarose - Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
GeneRuler 1 kb plus ladder - Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland 
 






100 ml 0,5 M (Na)EDTA (pH = 8,0) 
auf 1 l mit VE-Wasser auffüllen 
  
Collagenase Stock (1 %): 100 mg Collagenase Typ 1  
10 ml HBSS 
sterilfiltriert, Lagerung bei -30 °C 
 
Collagenase-Lösung:    
 
1,5 ml Collagenase (1 % Stock)  
150 µl DNase1 (2 mg/ml Stock)  
13,5 ml HBSS 
 









0,46 mM CaCl₂ x 2H₂O  







100 µl Xylencyanol 1 % 









10 mM HEPES  
10 mM Glucose bzw. 10 mM Mannitol  







Trypsin-Lösung: 1,5 ml Trypsin (2,5 %) 













3.1 Einfluss von Fibroblasten-konditioniertem Medium 
Lungenfibroblasten sezernieren Faktoren, welche sowohl die Proliferation als auch die Differenzierung 
der fetalen Lunge begünstigen. Durch eine Inkubation von fetalen Fibroblasten mit ZK-Medium kann 
FCM gewonnen und für die Versuche genutzt werden. Die bisher bekannten Wirkungen des FCM auf 
die fetalen Pneumozyten ähneln denen der Glukokortikoide in Bezug auf die morphologische 
Entwicklung der Lunge stark. Wie einleitend beschrieben, beeinflussen Glukokortikoide die 
Zusammensetzung und Menge des sezernierten FCM und führen dadurch zu einer erhöhten 
β2-Adrenozeptoraktivität (King et al. 2014a). Es ist bekannt, dass eine Erhöhung der 
β2-Adrenozeptoraktivität zu einer vermehrten Expression des ENaC führt. Eine direkte Wirkung von 
FCM auf den ENaC wurde bisher aber nicht untersucht. Auch eine direkte Wirkung auf den 
CFTR-Kanal wurde nicht adressiert. Es wurde zunächst eine Versuchsreihe durchgeführt, welche die 
Wirkung von FCM auf die epithelialen Ionenkanäle der FDLE-Zellen untersucht. Hierzu wurden die 
FDLE-Zellen für 48 h in FCM oder reinem ZK-Medium inkubiert.  
 
3.1.1 Einfluss auf die Ionenkanalaktivität 
Der basale Ionenstrom (Ibasal) über den Epithelien war nach Inkubation mit FCM signifikant höher als 
unter Kontrollbedingungen (ZK-Medium), was für einen erhöhten transepithelialen Ionentransport 
spricht (Abb. 6; p < 0,001). Nach Zugabe von Amilorid kam es zu einer Abnahme des Ionentransports, 
wobei sich aus der Differenz zwischen Ibasal und dem Reststrom nach Amiloridgabe der ∆IAmil 
repräsentativ für die ENaC-Aktivität ergibt. Der ∆IAmil war bei den mit FCM inkubierten FDLE-Zellen 
ebenfalls signifikant erhöht (Abb. 6; p < 0,001). Der Amilorid-insensitive Reststrom (IAmil-insens) zeigte 
keine Unterschiede zwischen beiden Medien (Abb. 6). Die Aktivität der Amilorid-insensitiven 
Ionenkanäle blieb in Summe also unverändert. 
 
Abb. 6: Einfluss der FCM-Inkubation auf den Ionentransport in FDLE-Zellen im Vergleich zu ZK-Medium. 
Der basale ISC (Ibasal) wurde durch eine FCM-Inkubation der Zellen signifikant erhöht. Der 
Amilorid-sensitive ISC (∆IAmil) wurde durch eine FCM-Inkubation der Zellen ebenfalls signifikant erhöht. 
Der Amilorid-insensitive ISC (IAmil-insens) wurde durch eine FCM-Inkubation der Zellen nicht verändert 





Durch die anschließende Zugabe von Forskolin kam es zur maximalen Aktivierung aller 
cAMP-abhängigen Ionenkanäle der FDLE-Zellen. Die Forskolin-induzierte Steigerung des ISC 
(∆IForskolin) war unter dem Einfluss von FCM signifikant höher (Abb. 7; p < 0,01). Die CFTR-Aktivität der 
FDLE-Zellen wurde durch Zugabe des CFTR-Inhibitors (CFTRinh172) und der daraus resultierenden 
Stromdifferenz ∆ICFTR ermittelt. Diese war nach FCM-Inkubation der Zellen ebenfalls signifikant größer, 
verglichen mit dem Kontrollmedium (Abb. 7; p < 0,001). Zusammenfassend kam es nach Inkubation 
der FDLE-Zellen mit FCM zu einer signifikant höheren ENaC- und CFTR-Kanalaktivität als mit 
ZK-Medium. 
 
Abb. 7: Einfluss der FCM-Inkubation auf den Ionentransport in FDLE-Zellen im Vergleich zu ZK-Medium. 
∆IForskolin und ∆ICFTR wurden durch eine FCM-Inkubation der Zellen signifikant erhöht (n = 43/44; 
Mittelwert + SEM; **p < 0,01; ***p < 0,001).  
 
Eine Inkubation der FDLE-Zellen mit FCM führte außerdem, verglichen mit den Kontrollzellen, die in 
ZK-Medium inkubiert wurden, zu einer signifikanten Reduktion des TER (Abb. 8; p < 0,001). 
 
Abb. 8: Einfluss der FCM-Inkubation auf den TER in FDLE-Zellen im Vergleich zu ZK-Medium 
(Kontrolle). Eine FCM-Inkubation der Zellen führte im Vergleich zum Kontrollmedium zu einer 







3.1.2 Einfluss auf die Genexpression 
Die elektrophysiologischen Messungen ergaben eine signifikante Erhöhung der CFTR-Aktivität durch 
FCM. Um zu untersuchen, auf welchem Weg FCM den CFTR-Kanal stimuliert, wurde die 
Genexpression des Ionenkanals ermittelt. Im Gegensatz zur Ionenkanalaktivität wurde die 
CFTR-Genexpression durch FCM-Inkubation der FDLE-Zellen signifikant reduziert (Abb. 9; p < 0,001). 
Des Weiteren konnte eine intrinsische NRG-1β-Genexpression in den FDLE-Zellen nachgewiesen 
werden, welche durch FCM-Inkubation, verglichen mit dem Kontrollmedium, signifikant reduziert 
wurde (Abb. 9; p < 0,001).  
 
Abb. 9: Einfluss der FCM-Inkubation auf die mRNA-Expression in FDLE-Zellen im Vergleich zu 
ZK-Medium. Eine FCM-Inkubation der Zellen führte zu einer signifikanten Reduktion der 
mRNA-Expression des CFTR-Kanals (n = 8; Mittelwert + SEM; ***p < 0,001). Des Weiteren führte die 
FCM-Inkubation zu einer signifikanten Reduktion der intrinsischen NRG-1β-mRNA-Expression (n = 8; 
Mittelwert + SEM; ***p < 0,001). 
 
Die FCM-Inkubation der FDLE-Zellen führte zu einer signifikanten Steigerung der ENaC- und 
CFTR-Kanalaktivität im Vergleich zur Inkubation mit ZK-Medium. Der TER wurde durch die 
FCM-Inkubation verringert. Zudem konnte durch fetale Pneumozyten produziertes NRG-1β 






3.2 Einfluss von Neuregulin-1β auf den β2-Adrenozeptor 
In der Literatur wird NRG-1β als ein möglicher Bestandteil des FCM beschrieben, der für eine Reihe 
der FCM-vermittelten Wirkungen verantwortlich sein könnte. Die Wirkung von NRG-1β auf epitheliale 
Ionenkanäle wurde bisher jedoch kaum adressiert. Die vorangegangenen Versuche haben gezeigt, 
dass eine FCM-Inkubation von FDLE-Zellen die Ionenkanalaktivität beeinflusst. Daher wurde in einem 
weiteren Versuchskomplex die Wirkung von NRG-1β auf die Ionenkanalexpression und -aktivität der 
FDLE-Zellen thematisiert. Dazu wurde zunächst - in Anlehnung an publizierte Versuche - die Wirkung 
von NRG-1β auf den β2-Adrenozeptor untersucht. So führte eine Inkubation von fetalen 
Typ-II-Pneumozyten der Ratte mit NRG-1β zu einer signifikant erhöhten β2-Adrenozeptoraktivität. 
Dem entgegen wurde die mRNA-Expression des β2-Adrenozeptors durch NRG-1β nur in Verbindung 
mit Glukokortikoiden erhöht (King et al. 2014a). Die Aktivität des β2-Adrenozeptors verhält sich 
proportional zur ENaC-Aktivität (Walters und Olver 1978; O'Brodovich et al. 1990). Der ENaC trägt 
wiederum wesentlich zur Flüssigkeitsresorption aus der fetalen Lunge bei. Demnach sollte in den 
folgenden Experimenten gezeigt werden, welchen Einfluss NRG-1β auf die verschiedenen 
Ionenkanäle der FDLE-Zellen ausübt, und ob dieser Einfluss mit dem des FCM vergleichbar ist. 
Zunächst wurde die publizierte Wirkung von NRG-1β auf den β2-Adrenozeptor untersucht, um 
sicherzustellen, dass die folgenden Versuche unter vergleichbaren Voraussetzungen durchgeführt 
werden können. Hierzu wurden die FDLE-Zellen für 48 h in ZK-Medium mit 50 ng/ml NRG-1β 
inkubiert. Als Kontrolle diente ZK-Medium mit einer äquivalenten Konzentration Trehalose, welches als 
Lösungsmittel von NRG-1β fungiert. 
 
3.2.1 Einfluss auf die β2-Adrenozeptoraktivität 
Die Salbutamol-induzierte Stromerhöhung (∆ISalbumatol) war nach 48-stündiger Inkubation mit 50 ng/ml 
NRG-1β im Vergleich zur Kontrolle signifikant höher (Abb. 10; p < 0,01). Diese Stromerhöhung spricht 
für eine erhöhte β2-Adrenozeptoraktivität in den FDLE-Zellen. Der TER unterschied sich zwischen den 
Versuchsansätzen nicht (siehe 3.3.1). NRG-1β erhöht somit die Sensibilität der Zellen für 







Abb. 10: Einfluss von NRG-1β (50 ng/ml) auf die β2-Adrenozeptoraktivität in FDLE-Zellen. NRG-1β 
führte zu einer signifikanten Erhöhung des ∆ISalbutamol verglichen mit dem Kontrollmedium ohne NRG-1β 
(n = 14/15; Mittelwert + SEM; **p < 0,01). 
 
3.2.2 Einfluss auf die β2-Adrenozeptorgenexpression 
Entgegen der Wirkung von NRG-1β auf die β2-Adrenozeptoraktivität zeigte die Analyse der 
Genexpression eine signifikante Reduktion der β2-Adrenozeptorgenexpression nach Inkubation mit 
NRG-1β (Abb. 11; p < 0,001). Möglicherweise führt die erhöhte β2-Adrenozeptoraktivität in Folge der 
Stimulation mit NRG-1β zu einer negativen Feedbackregulation der Rezeptorexpression.  
 
Abb. 11: Einfluss von NRG-1β (50 ng/ml) auf die mRNA-Expression des β2-Adrenozeptors in 
FDLE-Zellen. NRG-1β führte zu einer signifikanten Reduktion der β2-Adrenozeptor-mRNA-Expression 





3.3 Einfluss von NRG-1β auf den Ionentransport 
Im Folgenden wurde der Einfluss von NRG-1β auf die verschiedenen epithelialen Ionenkanäle der 
FDLE-Zellen untersucht. Diese Untersuchungen sollen zeigen, ob NRG-1β an der Wirkung des FCM 
beteiligt sein könnte bzw. die Effekte von FCM imitieren kann. Hierzu wurden die FDLE-Zellen für 48 h 
in ZK-Medium mit 50 ng/ml NRG-1β inkubiert. Als Kontrolle diente ZK-Medium mit einer äquivalenten 
Konzentration Trehalose. 
 
3.3.1 Einfluss auf die Ionenkanalaktivität 
Der basale Strom Ibasal zeigte keine signifikante Änderung durch die Inkubation mit NRG-1β (Abb. 12). 
Der ∆IAmil, welcher die ENaC-Aktivität repräsentiert, wurde hingegen durch NRG-1β signifikant 
reduziert, was im Gegensatz zur Wirkung von FCM steht (Abb. 12; p < 0,001). Der IAmil-insens wurde 
durch NRG-1β signifikant erhöht, was eine Erhöhung der Aktivität der Amilorid-insensitiven 
Ionenkanäle (z. B. Chlorid-Kanäle) nahelegt (Abb. 12; p < 0,001).  
 
Abb. 12: Einfluss von NRG-1β (50 ng/ml) auf den Ionentransport in FDLE-Zellen. NRG-1β beeinflusste 
Ibasal nicht, wohingegen ∆IAmil, verglichen mit dem Kontrollmedium ohne NRG-1β, signifikant reduziert 
wurde. Im Gegensatz dazu führte NRG-1β, verglichen mit dem Kontrollmedium, zu einer signifikanten 
Erhöhung des IAmil-insens (n = 39/43; Mittelwert + SEM; ***p < 0,001). 
 
Unter dem Einfluss von NRG-1β war die Forskolin-induzierte Steigerung des ISC (∆IForskolin), verglichen 
mit dem Kontrollmedium, signifikant erhöht, was eine Aktivitätserhöhung der cAMP-abhängigen 
Ionenkanäle nach maximaler Aktivierung durch Forskolin widerspiegelt (Abb. 13; p < 0,01). Durch die 
Zugabe des CFTR-Inhibitors CFTRinh172 konnte außerdem ein signifikant erhöhter ∆ICFTR und somit 






Abb. 13: Einfluss von NRG-1β (50 ng/ml) auf den Ionentransport in FDLE-Zellen. ∆IForskolin und ∆ICFTR 
wurden durch eine Inkubation mit NRG-1β im Vergleich zum Kontrollmedium signifikant erhöht 
(n = 30/28; Mittelwert + SEM; **p < 0,01). 
 
Im Gegensatz zur Reduktion des TER durch eine Inkubation der FDLE-Zellen mit FCM wurde der TER 
durch NRG-1β nicht beeinflusst (Abb. 14).  
 
Abb. 14: Einfluss von NRG-1β (50 ng/ml) auf den transepithelialen Widerstand in FDLE-Zellen. Eine 
Inkubation mit NRG-1β hatte, verglichen mit dem Kontrollmedium ohne NRG-1β, keinen Einfluss auf 
den TER (n = 39/43; Mittelwert + SEM). 
 
3.3.2 Einfluss auf die Ionenkanalexpression 
Die Analyse der Genexpression zeigte ebenfalls eine Reduktion der Natriumtransporter durch 
NRG-1β. Alle drei Untereinheiten des ENaC (α-, β-, γ-Untereinheit) wurden in ihrer mRNA-Expression 
durch NRG-1β signifikant reduziert (Abb. 15; α-ENaC: p < 0,001; β-ENaC: p < 0,01; γ-ENaC: p < 0,01). 
Diese Reduktion der ENaC-mRNA-Expression könnte wiederum für die Reduktion des ∆IAmil durch 
NRG-1β verantwortlich sein. Im Gegensatz dazu wurde in der mRNA-Expression der α1- und 







Abb. 15: Einfluss von NRG-1β (50 ng/ml) auf die mRNA-Expression der epithelialen Natriumtransporter 
in FDLE-Zellen. Eine Inkubation mit NRG-1β führte zu einer signifikanten Reduktion der α-, β- und γ-
ENaC-mRNA-Expression, wohingegen die α1- und β1-Untereinheit der Na-K-ATPase durch NRG-1β, 
verglichen mit dem Kontrollmedium, nicht beeinflusst wurden (n = 8; Mittelwert + SEM; **p < 0,01; 
***p < 0,001). 
 
Die mRNA-Expression des CFTR-Kanals wurde durch eine Inkubation mit NRG-1β signifikant 
gesteigert (Abb. 16; p < 0,01), was im Einklang zu der erhöhten CFTR-Kanalaktivität steht. Außerdem 
führte die Applikation von NRG-1β zu einer signifikanten Inhibition der intrinsischen 
NRG-1β-mRNA-Expression (Abb. 16; p < 0,001). 
 
Abb. 16: Einfluss von NRG-1β (50 ng/ml) auf die mRNA-Expression des CFTR-Kanals in FDLE-Zellen. 
Eine Inkubation mit NRG-1β führte zu einer signifikanten Erhöhung der CFTR-mRNA-Expression, 
verglichen mit dem Kontrollmedium ohne NRG-1β. Des Weiteren führte NRG-1β zu einer signifikanten 







3.4 Einfluss von Neuregulin-1β unter serumfreien Bedingungen 
In den vorangegangenen Experimenten wurde die Wirkung von NRG-1β in serumhaltigem ZK-Medium 
untersucht. Das enthaltene FKS beinhaltet diverse Serumbestandteile, wie beispielsweise Kortisol, die 
ebenfalls Einfluss auf die Ionentransportvorgänge der FDLE-Zellen nehmen können. Um die alleinige 
Wirkung von NRG-1β untersuchen zu können, wurden die FDLE-Zellen in einer neuen Versuchsreihe 
in SF-Medium kultiviert. Analog zu den vorangegangenen Versuchen wurden die FDLE-Zellen mit 
50 ng/ml NRG-1β für 48 h in SF-Medium inkubiert und mit Kontrollzellen verglichen, welche mit einer 
äquivalenten Trehalose-Konzentration in SF-Medium kultiviert wurden. 
 
3.4.1 Einfluss auf die Ionenkanalaktivität  
Die Stimulation der FDLE-Zellen mit NRG-1β unter serumfreien Bedingungen bestätigte die Wirkung 
von NRG-1β in ZK-Medium. Während Ibasal keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Medien 
aufwies, wurde ∆IAmil durch die Inkubation mit NRG-1β signifikant reduziert (Abb. 17; p < 0,001). Die 
ENaC-Aktivität war demnach im Vergleich zu den Kontrollbedingungen signifikant niedriger. Analog zu 
der vorangegangenen Messung im ZK-Medium war auch unter serumfreien Bedingungen eine 
signifikante Erhöhung des Amilorid-insensitiven Reststrom IAmil-insens durch NRG-1β festzustellen (Abb. 
17; p < 0,05).  
 
Abb. 17: Einfluss von NRG-1β (50 ng/ml) auf den Ionentransport in FDLE-Zellen unter serumfreien 
Bedingungen. NRG-1β beeinflusste Ibasal nicht, wohingegen ∆IAmil, verglichen mit dem Kontrollmedium 
ohne NRG-1β, signifikant reduziert wurde. Im Gegensatz dazu führte NRG-1β zu einer signifikanten 
Erhöhung des IAmil-insens (n = 20/26; Mittelwert + SEM; *p < 0,05; ***p < 0,001). 
 
Auch die Aktivität der cAMP-abhängigen Ionenkanäle nach maximaler Aktivierung durch Forskolin 
(∆IForskolin) wurde durch NRG-1β unter serumfreien Bedingungen signifikant gesteigert (Abb. 18; 
p < 0,05). Die CFTR-Kanalaktivität (∆ICFTR) wies wie in den Versuchen in ZK-Medium eine signifikante 







Abb. 18: Einfluss von NRG-1β (50 ng/ml) auf den Ionentransport in FDLE-Zellen unter serumfreien 
Bedingungen. ∆IForskolin und ∆ICFTR wurden durch eine Inkubation mit NRG-1β, verglichen mit dem 
Kontrollmedium ohne NRG-1β, signifikant erhöht (n = 7/8; Mittelwert + SEM; **p < 0,05; **p < 0,01). 
 
Analog zu den Versuchen in serumhaltigem Medium zeigte NRG-1β unter serumfreien Bedingungen 
keinen Einfluss auf den TER der FDLE-Zellen (Abb. 19).  
 
Abb. 19: Einfluss von NRG-1β (50 ng/ml) unter serumfreien Bedingungen auf den transepithelialen 
Widerstand in FDLE-Zellen. Eine Inkubation mit NRG-1β hatte, verglichen mit dem Kontrollmedium 
ohne NRG-1β, keinen Einfluss auf den TER (n = 20/26; Mittelwert + SEM). 
 
3.4.2 Einfluss auf die Ionenkanalexpression 
Die Analyse der Genexpression in SF-Medium zeigte eine Reduktion der Natriumtransporter durch 
NRG-1β. Die mRNA-Expression der α- und γ-Untereinheit des ENaC wurden durch NRG-1β 
signifikant reduziert (Abb. 20; α-ENaC und γ-ENaC: p < 0,05). In der Genexpression der 
β-ENaC-Untereinheit wurde kein signifikanter Unterschied zwischen dem Kontrollmedium und 
NRG-1β festgestellt. Wie auch unter serumhaltigen Bedingungen nahm NRG-1β keinen Einfluss auf 






Abb. 20: Einfluss von NRG-1β (50 ng/ml) auf die mRNA-Expression der epithelialen Natriumtransporter 
in FDLE-Zellen unter serumfreien Bedingungen. Verglichen mit dem Kontrollmedium ohne NRG-1β 
führte eine Inkubation mit NRG-1β zu einer signifikanten Reduktion der α- und 
γ-ENaC-mRNA-Expression. Dahingegen wurden β-ENaC sowie die α1- und β1-Untereinheit der 
Na-K-ATPase durch NRG-1β nicht signifikant beeinflusst (n = 8; Mittelwert + SEM; *p < 0,05). 
 
Die mRNA-Expression des CFTR-Kanals wurde durch eine Inkubation mit NRG-1β auch unter 
serumfreien Bedingungen signifikant gesteigert (Abb. 21; p < 0,05). Außerdem führte die Applikation 
von NRG-1β zu einer signifikanten Inhibition der intrinsischen NRG-1β-mRNA-Expression (Abb. 21; 
p < 0,001). 
 
Abb. 21: Einfluss von NRG-1β (50 ng/ml) auf die mRNA-Expression des CFTR-Kanals in FDLE-Zellen 
unter serumfreien Bedingungen. Verglichen mit dem Kontrollmedium ohne NRG-1β führte eine 
Inkubation mit NRG-1β zu einer signifikanten Erhöhung der CFTR-mRNA-Expression. Des Weiteren 
führte NRG-1β zu einer signifikanten Reduktion der intrinsischen NRG-1β-mRNA-Expression (n = 8; 
Mittelwert + SEM; *p < 0,05; ***p < 0,001). 
 
Die mRNA-Expression des β2-Adrenozeptors wurde durch NRG-1β unter serumfreien Bedingungen 
ebenfalls signifikant reduziert (Abb. 22; p < 0,001). Dieses Ergebnis steht im Einklang zur Reduktion 
der mRNA-Expression unter FCM-Inkubation und spricht für eine negative Regulation des 






Abb. 22: Einfluss von NRG-1β (50 ng/ml) auf die mRNA-Expression des β2-Adrenozeptors in 
FDLE-Zellen unter serumfreien Bedingungen. NRG-1β führte, verglichen mit dem Kontrollmedium ohne 
NRG-1β, zu einer signifikanten Reduktion der β2-Adrenozeptor-mRNA-Expression (n = 8; 
Mittelwert + SEM; ***p < 0,001). 
 
Der Vergleich einer Inkubation von FDLE-Zellen mit NRG-1β unter serumhaltigen bzw. serumfreien 
Bedingungen zeigte, dass die Bestandteile des serumhaltigen Mediums die Wirkung von NRG-1β auf 





3.5 Akute Effekte von Neuregulin-1β auf den Ionentransport  
Die Wirkung einer zweitägigen NRG-1β-Inkubation verhält sich sowohl auf Aktivitäts- als auch auf 
Genexpressionsebene ähnlich. Es kann also davon ausgegangen werden, dass die Änderungen im 
Natriumtransport und der CFTR-Kanalaktivität auf eine Modulation der Genexpression zurückzuführen 
sind. Um die akute nicht-genomische Wirkung von NRG-1β zu untersuchen, wurden FDLE-Zellen für 
2 h in ZK-Medium mit 50 ng/ml NRG-1β stimuliert und mit Kontrollzellen verglichen, welche mit einer 
äquivalenten Trehalose-Konzentration kultiviert wurden. Akute Effekte werden, im Gegensatz zu 
genomischen Wirkungen, durch eine Veränderung der Kanalöffnungswahrscheinlichkeit oder ein 
erhöhtes Trafficking der bereits in der Zelle vorhandenen Rezeptorvorstufen vermittelt (Zheleznova et 
al. 2011).  
Im Gegensatz zur Wirkung von NRG-1β nach zweitägiger Inkubation, zeigte eine akute 
Stimulation mit NRG-1β für 2 h keine Veränderung des Natriumtransports in FDLE-Zellen. Sowohl der 
basale Ionenstrom (Ibasal) als auch die Aktivität des ENaC (∆IAmil) und der Amilorid-insensitiven 
Ionenkanäle (∆IAmil-insens) verhielten sich in beiden Versuchsgruppen gleich (Abb. 23).  
 
Abb. 23: Akute Effekte von NRG-1β (50 ng/ml) auf den Ionentransport in FDLE-Zellen. Die FDLE-Zellen 
wurden mit ZK-Medium kultiviert und für 2 h mit NRG-1β stimuliert (+) oder unstimuliert (-) belassen. 
Unter diesen Inkubationsbedingungen zeigte NRG-1β, verglichen mit dem Kontrollmedium ohne 
NRG-1β, keine Wirkung auf den Ibasal, den ∆IAmil sowie den IAmil-insens (n = 37/39; Mittelwert + SEM). 
 
Im Gegensatz dazu führte eine zweistündige Inkubation mit NRG-1β bereits zu einer signifikanten 
Aktivitätssteigerung der durch Forskolin maximal induzierten cAMP-abhängigen Ionenkanäle (∆IForskolin, 
Abb. 24; p < 0,05). Die Aktivität des CFTR-Kanals wurde durch eine zweistündige Inkubation mit 






Abb. 24: Akute Effekte von NRG-1β (50 ng/ml) auf den Ionentransport in FDLE-Zellen. Die FDLE-Zellen 
wurden mit ZK-Medium kultiviert und für 2 h mit NRG-1β stimuliert (+) oder unstimuliert (-) belassen. 
∆IForskolin zeigte eine signifikante Steigerung durch NRG-1β, während ∆ICFTR durch eine zweistündige 
Inkubation mit NRG-1β nicht verändert wurde (n = 37/39; Mittelwert + SEM; *p < 0,05). 
 
Analog zu den vorangegangenen Messungen zeigte NRG-1β auch bei zweistündiger Inkubation 
keinen Einfluss auf den TER (Abb. 25).  
 
Abb. 25: Akute Effekte von NRG-1β (50 ng/ml) auf den transepithelialen Widerstand in FDLE-Zellen. 
Die FDLE-Zellen wurden mit ZK-Medium kultiviert und für 2 h mit NRG-1β stimuliert (+) oder unstimuliert 






3.6 Einfluss des ErbB2-Rezeptors auf die epithelial-
mesenchymale Beziehung 
Mittels Genexpressionsanalysen wurde die intrinsische Produktion von NRG-1β durch FDLE-Zellen 
belegt (siehe 3.1.2). Die Sekretion von NRG-1β durch Fibroblasten und dessen Anwesenheit im FCM 
sollte mit Hilfe eines humanen neutralisierenden EGF-Domänen-Antikörpers nachgewiesen werden 
(siehe 2.5). In einer Studie wurde die Wirkung von NRG-1β durch die neutralisierende Aktivität des 
Antikörpers blockiert (Herrlich et al. 2004). Daher wurden FDLE-Zellen mit FCM und dem 
neutralisierenden Antikörper (0,5 µg/ml) inkubiert und deren Ionenkanalaktivität in der Ussing-Kammer 
gemessen. Im Vergleich zum FCM ohne den neutralisierenden Antikörper ergab sich jedoch kein 
Unterschied. Um die Reaktivität des Antikörpers zu überprüfen wurde daher ein Western Blot 
durchgeführt. Im Western Blot konnte jedoch weder im FCM die Anwesenheit von NRG-1β gezeigt 
werden, noch reagierte das kommerziell erworbene NRG-1β auf den Antikörper. Daher ist davon 
auszugehen, dass der Antikörper nicht in der Lage ist NRG-1β zu binden oder dessen Aktivität zu 
blockieren (siehe 4.10). Um sich dem Nachweis von NRG-1β im FCM dennoch zu nähern, wurde im 
letzten Versuchskomplex die Beteiligung des ErbB2-Rezeptors an der Wirkung des FCM untersucht 
(Maegawa et al. 2007). Der ErbB2-Rezeptor ist in die meisten bisher bekannten 
Signaltransduktionskaskaden von NRG-1β involviert. Eine Beteiligung des Rezeptors an der 
Signaltransduktion des FCM wäre demnach ein Hinweis auf das Vorhandensein von NRG-1β. Es 
wurden FDLE-Zellen für 48 h mit FCM inkubiert und mit FDLE-Zellen verglichen, denen zusätzlich zum 
FCM der spezifische ErbB2-Rezeptorinhibitor AG-825 (1 µM) zugesetzt wurde. Als weitere Kontrolle 
dienten FDLE-Zellen, welche mit ZK-Medium ohne weitere Zusätze inkubiert wurden.  
Der basale Ionentransport (Ibasal) zeigte, analog zu den vorangegangenen Messungen, eine 
signifikante Steigerung durch FCM im Vergleich zu den in ZK-Medium inkubierten Zellen (Abb. 26; 
p < 0,001). Der Zusatz von AG-825 beeinflusste die FCM-Wirkung auf den Ibasal jedoch nicht. 
FDLE-Zellen, welche in FCM und AG-825 inkubiert wurden, zeigten gleichsam eine signifikante 
Erhöhung des Ibasal im Vergleich zu den in ZK-Medium inkubierten Zellen (Abb. 26, p < 0,001). Auch 
die signifikant erhöhte Aktivität des ENaC (∆IAmil) nach Inkubation in FCM - im Vergleich zum 
ZK-Medium - konnte reproduziert werden (Abb. 26; p < 0,001). AG-825 beeinflusste auch hierbei die 
Wirkung von FCM nicht, und die Aktivität des ENaC war ebenfalls signifikant gesteigert (p < 0,001). 
Die Steigerung des ∆IAmil durch FCM erfolgt demzufolge nicht über eine Beteiligung des 
ErbB2-Rezeptors, was auch zu den Ergebnissen der Inkubation mit NRG-1β passt. NRG-1β zeigte 
eine reduzierende Wirkung auf die ENaC-Aktivität und konnte die Wirkung des FCM in diesem Falle 
nicht imitieren. Der IAmil-insens wurde weder durch FCM noch durch die Zugabe von AG-825 signifikant 






Abb. 26: Einfluss des spezifischen ErbB2-Inhibitors AG-825 (1 µM) auf die Wirkung der FCM-Inkubation 
auf den Ionentransport in FDLE-Zellen. Eine FCM-Inkubation der FDLE-Zellen führte zu einer 
signifikanten Erhöhung von Ibasal und ∆IAmil im Vergleich zum ZK-Medium. Eine Hemmung des 
ErbB2-Rezeptors beeinflusste die Wirkung der FCM-Inkubation nicht, da sowohl Ibasal als auch ∆IAmil im 
Vergleich zum ZK-Medium weiterhin signifikant erhöht waren. IAmil-insens wurde weder durch die 
FCM-Inkubation noch durch die Zugabe von AG-825 signifikant beeinflusst (n = 57/58; Mittelwert + SEM; 
***p < 0,001). 
 
Die Forskolin-induzierte Steigerung des ISC (∆IForskolin) war unter dem Einfluss von FCM nicht verändert 
(Abb. 27). Auch der ErbB2-Inhibitor AG-825 zeigte keinen Einfluss auf ∆IForskolin. Die 
CFTR-Kanalaktivität der FDLE-Zellen (∆ICFTR) wurde, analog zu der vorangegangenen Messung, 
durch eine FCM-Inkubation im Vergleich zum ZK-Medium signifikant gesteigert (Abb. 27; p < 0.05). Die 
Zugabe von AG-825 zum FCM verhinderte diese Steigerung und bewirkte eine signifikante Reduktion 
von ∆ICFTR gegenüber den Zellen, die nur mit FCM inkubiert wurden (p < 0.05). Demnach führt eine 
Hemmung des ErbB2-Rezeptors zu einer negativen Regulation der CFTR-Kanalaktivität.  
 
Abb. 27: Einfluss des spezifischen ErbB2-Inhibitors AG-825 (1 µM) auf die Wirkung der FCM-Inkubation 
auf den Ionentransport in FDLE-Zellen. ∆IForskolin wurde weder durch FCM noch durch die Zugabe von 
AG-825 beeinflusst, während ∆ICFTR durch FCM signifikant gesteigert wurde. Eine Hemmung des 
ErbB2-Rezeptors durch AG-825 reduzierte die Wirkung von FCM auf ∆ICFTR signifikant (n = 57/58; 






Eine Inkubation der FDLE-Zellen mit FCM führte, wie schon in vorangegangenen Messungen, zu einer 
signifikanten Reduktion des TER verglichen mit Kontrollzellen, die in ZK-Medium inkubiert wurden 
(Abb. 28, p < 0,01). Die Zugabe von AG-825 hatte keine Auswirkung auf die reduzierende Wirkung von 
FCM. Der TER war auch unter Inkubation mit FCM und AG-825 verglichen mit der Kontrollgruppe 
signifikant niedriger (Abb. 28, p < 0,05). 
 
Abb. 28: Einfluss des spezifischen ErbB2-Inhibitors AG-825 (1 µM) auf die Wirkung der 
FCM-Inkubation auf den transepithelialen Widerstand in FDLE-Zellen. Die FCM-Inkubation der Zellen 
führte zu einer signifikanten Reduktion des TER im Vergleich zu ZK-Medium, welche durch Zugabe von 
AG-825 nicht beeinflusst wurde (n = 57/58; Mittelwert + SEM; *p < 0,05; **p < 0,01). 
 
Zusammenfassend kann man also sagen, dass die FCM-induzierte Steigerung der 
CFTR-Kanalaktivität über den ErbB2-Rezeptor vermittelt wird. Da NRG-1β einen Liganden für diesen 
Rezeptor darstellt, könnte diese Wirkung auf NRG-1β als möglichen Bestandteil des FCM 







4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Aufgrund der Versuchsanordnung wurden die Ergebnisse der Inkubationen mit FCM und NRG-1β 
bisher getrennt voneinander betrachtet. Zum besseren Verständnis werden diese fortan für jeden 
Ionenkanal direkt gegenübergestellt und ihrer Relevanz folgend erläutert. 
 Die Inkubation der FDLE-Zellen mit FCM und NRG-1ß führte zu einer Erhöhung der 
CFTR-Kanalaktivität. Diese konnte auf den ErbB2-Rezeptor zurückgeführt werden, welcher in 
Signaltransduktionskaskaden beider Mediatoren eine Rolle spielt. Es ist demnach sehr 
wahrscheinlich, dass NRG-1ß als Bestandteil des FCM für die Erhöhung der CFTR-Kanalaktivität über 
den ErbB2-Rezeptor verantwortlich ist. Die bereits publizierte aktivitätssteigernde Wirkung von 
NRG-1β auf die β2-Adrenozeptoren konnte bestätigt werden. Im Gegensatz zur Steigerung 
ENaC-Aktivität durch FCM, führte NRG-1β zu deren Verminderung. Die Änderungen der 
Ionenkanalaktivitäten konnten auf Genexpressionsebene bestätigt werden. Es zeigte sich kein 
Einfluss von NRG-1ß auf die Konfluenz der FDLE-Zellen. Des Weiteren konnte ein Einfluss der im 
ZK-Medium enthaltenen Serumbestandteile auf die Wirkung des NRG-1ß ausgeschlossen werden. Im 
Vergleich zur 48-stündigen Inkubation zeigte die zweistündige Kurzzeitinkubation keine Wirkung auf 
die Ionenkanalexpression und -aktivität der Zellen.  
 Die Ergebnisse werden in den folgenden Kapiteln hinsichtlich ihrer physiologischen Relevanz 






4.2 Fibroblasten-konditioniertes Medium erhöht die CFTR-
Kanalaktivität 
Das von den Lungenfibroblasten sezernierte FPF hat sowohl proliferations- als auch 
differenzierungsfördernde Effekte auf die Pneumozyten der fetalen Lunge (Smith und Post 1989; 
Dammann et al. 2003). Je nach Entwicklungsstadium variiert die Zusammensetzung und Wirkung des 
FPF. So kommt es im Laufe der Entwicklung zur Reifung der epithelialen 
Ionenkanalexpressionsmuster. Diese bedingen je nach Entwicklungsstadium eine überwiegende 
Flüssigkeitssekretion oder -resorption des Alveolarepithels (siehe 1.1, 1.3). Die Konsequenz dieser 
Wirkung auf Ebene der epithelialen Ionenkanäle wurde bisher allerdings nur unzureichend untersucht. 
Frühere Studien konnten Unterschiede in der Ionenkanalaktivität des Alveolarepithels Frühgeborener 
im Vergleich zum Reifgeborenen zeigen. Die für die Flüssigkeitsresorption benötigten Ionenkanäle 
(z.B. ENaC) sind beim Frühgeborenen bzw. im fetalen Zustand noch nicht in genügendem Maße 
exprimiert (Barker et al. 1997; Helve et al. 2004). Da FPF oder modellhaft FCM die Differenzierung der 
Lunge begünstigt, könnte die Inkubation mit FCM möglicherweise einen reiferen Zustand der 
FDLE-Zellen induzieren. Die Inkubation von FDLE-Zellen mit FCM führte in dieser Arbeit im Vergleich 
zum Kontrollmedium zu einer deutlichen Steigerung der Ionenkanalaktivität des CFTR-Kanals (siehe 
3.1.1). Ausgehend vom klassischen Modell der Lungenentwicklung spricht die beobachtete Steigerung 
der CFTR-Kanalaktivität für eine Steigerung der Sekretionskapazität des Alveolarepithels. Diese 
stimuliert die Proliferation der fetalen Lunge (siehe 1.1). Im Gegensatz zur erhöhten 
Ionenkanalaktivität wurde die Expression des CFTR-Kanals durch FCM vermindert (siehe 3.1.2). Es 








4.3 Neuregulin-1β erhöht die CFTR-Kanalaktivität 
Auch die Inkubation mit NRG-1β führte zur Erhöhung der CFTR-Kanalaktivität (siehe 3.3.1). Die 
Wirkung von FCM auf die Aktivität des CFTR-Kanals konnte also durch eine alleinige Inkubation mit 
NRG-1β reproduziert werden. NRG-1β führte, analog zum Einfluss auf die Ionenkanalaktivität, zu 
einer Erhöhung der CFTR-Kanalexpression. Die vergleichbaren Wirkungen von NRG-1β und FCM 
legen eine Beteiligung von NRG-1β an den FCM-Effekten nahe. Zudem konnte von den FDLE-Zellen 
intrinsisch produziertes NRG-1β nachgewiesen werden. Dessen Expression wurde nach Inkubation 
mit FCM und NRG-1β vermindert (siehe 3.1.2, 3.3.2). Hiermit ist eine negative Feedbackregulation 
infolge hoher extrinsisch applizierter Konzentrationen der Mediatoren denkbar. Da sowohl FCM als 
auch NRG-1β einen negativen Effekt auf die Expression von NRG-1β zeigten, scheint NRG-1β als 
Bestandteil des FCM plausibel.  
Um eine mögliche Beteiligung von NRG-1β an der FCM-Wirkung zu konkretisieren, wurde ein 
möglicher Weg der Signaltransduktion der FCM-vermittelten Effekte untersucht. Die Fokussierung auf 
den ErbB2-Rezeptor ergab sich aus der Datenlage bisheriger Veröffentlichungen. Demnach ist dieser 
Rezeptor der am häufigsten an der Signaltransduktion von FCM und NRG-1β beteiligte. Durch die 
Heterodimerisierung mit Monomeren des ErbB3- und ErbB4-Rezeptors spielt der ErbB2-Rezeptor in 
verschiedensten Signaltransduktionswegen der Lunge eine Rolle (Liu et al. 2004). FCM stimuliert die 
Expression des ErbB2-Rezeptors (Dammann et al. 2003) und fördert die vermehrte Anreicherung von 
ErbB2 und ErbB4 im Zellkern der Alveolarzellen (Zscheppang et al. 2006). Eine Inhibition des 
ErbB2-Rezeptors führte in bereits veröffentlichten Studien zu einer Verminderung des 
Differenzierungsgrades der Lunge. Dieser kann durch anschließende Zugabe von FCM wiedererlangt 
werden. Die differenzierungsfördernden Eigenschaften des FCM werden also unter anderem über den 
ErbB2-Rezeptor vermittelt (Vermeer et al. 2006; Gon et al. 2011). Damit einhergehend wird der 
Beginn der Surfactantsynthese durch eine Aktivierung von ErbB2/4-Heterodimeren induziert 
(Zscheppang et al. 2007). Analog ist auch die Vermittlung der FCM-Effekte auf die Ionenkanalaktivität 
durch den ErbB2-Rezeptor denkbar. Diese wurde in Versuchen anderer Arbeitsgruppen bisher noch 
nicht adressiert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Inkubation der FDLE-Zellen mit 
FCM zu einer gesteigerten Aktivität des CFTR-Kanals führt. Durch Inhibition des ErbB2-Rezeptors 
konnte dieser Effekt des FCM aufgehoben werden (siehe 3.6). Die Aktivität wurde etwa um den Betrag 
vermindert, um den sie zuvor durch FCM-Inkubation erhöht wurde. Der ErbB2-Rezeptor ist also ein 
positiver Regulator des CFTR-Kanals. Die Beteiligung des ErbB2-Rezeptors an der Erhöhung der 
CFTR-Kanalaktivität durch FCM konnte in den hier durchgeführten Versuchen bestätigt werden.  
Darüber hinaus ist der ErbB2-Rezeptor auch in die Umsetzung verschiedener Signalwege von 
NRG-1β involviert. In diversen Organen, in welchen NRG-1β und verwandte Wachstumsfaktoren 
physiologische Abläufe steuern, konnte ein Wirkmechanismus über den ErbB2-Rezeptor 
nachgewiesen werden (Meyer und Birchmeier 1994; Yang et al. 1995; Gumà et al. 2010). Im 
Alveolarepithel führt NRG-1β zu einer erhöhten Expression aller ErbB-Rezeptoren (Patel et al. 2000). 
Die Expressionssteigerung des ErbB2-Rezeptors kann durch Zugabe eines neutralisierenden 





ErbB4 zeigt NRG-1β gleiche Effekte wie FCM (Zscheppang et al. 2006). Die durch NRG-1β verstärkte 
Verzweigung der Bronchialäste während der Lungenentwicklung wird ebenfalls über 
ErbB2/3-Heterodimere vermittelt (Liu et al. 2004). Auch in diesem Fall kann ein einmal erreichter 
Differenzierungsgrad des Epithels durch eine Inhibition des ErbB2-Rezeptors reduziert werden. Die 
Zugabe des verwandten ErbB2-Rezeptorliganden Heregulin-α führt wieder zum ursprünglichen 
Entwicklungsstand (Vermeer et al. 2006).  
Wie FCM zeigte auch NRG-1β aktivitätssteigernde Effekte auf den CFTR-Kanal. Die Wirkung 
von FCM und NRG-1β waren hierbei etwa gleichstark. Nach Inhibition des ErbB2-Rezeptors nimmt die 
durch FCM erhöhte CFTR-Kanalaktivität dahingegen ab. Der ErbB2-Rezeptor vermittelt also die 
positiven Effekte des FCM auf den CFTR-Kanal. Die Versuche ergaben demnach, dass sich die 
Wirkungen von NRG-1β und FCM gleichen und der ErbB2-Rezeptor in die Signaltransduktion beider 
Mediatoren involviert ist. Die Steigerung der CFTR-Kanalaktivität ist also mit hoher Wahrscheinlichkeit 
durch den potentiellen FCM-Bestandteil NRG-1β bedingt. Da es sich bei diesem Versuch um eine 
selektive Inhibition des ErbB2-Rezeptors handelt, werden dessen Eigenschaften allerdings nur isoliert 
betrachtet. Mögliche Interaktionen mit anderen Rezeptoren können nicht erfasst werden. Im 
Zusammenspiel mit weiteren Kanälen und Mediatoren kann der Rezeptor durchaus andere Effekte 
haben als solche, die durch eine selektive Inhibition zu Tage treten (Zscheppang et al. 2006). In 
zukünftigen Versuchsreihen müsste versucht werden die Effekte einer Inkubation mit NRG-1β 
ebenfalls durch eine ErbB2-Rezeptor-Inhibtion aufzuheben, um die Beteiligung des Rezeptors an der 
NRG-1β-Wirkung zweifelsfrei nachzuweisen. 
In dieser Arbeit wurden FCM und NRG-1β erstmals als positive Regulatoren des CFTR-Kanals 
fetaler Alveolarzellen herausgestellt. Der ErbB2-Rezeptor scheint diese Wirkung des FCM zu 
vermitteln. Der ErbB2-Rezeptor beeinflusst die fetale Lungenentwicklung durch Wechselwirkungen mit 
den Faktoren des FCM bzw. FPF wie zum Beispiel NRG-1β. Durch die hier erhaltenen Ergebnisse 







4.4 Die Rolle des CFTR-Kanals im Rahmen der perinatalen 
Transition 
Wie bereits erläutert, spielt der CFTR-Kanal im Rahmen der Sekretion von Alveolarflüssigkeit im 
fetalen Stadium der Lungenentwicklung eine entscheidende Rolle (siehe 1.1). Eine Erhöhung der 
CFTR-Kanalaktivität führt zur Steigerung der Sekretionskapazität des Alveolarepithels. Hierdurch wird 
die Proliferation der fetalen Lunge begünstigt (siehe 1.1; Broackes-Carter 2002; Helve et al. 2007). In 
dieser Arbeit wurde eine Erhöhung der CFTR-Kanalaktivität infolge der Inkubation mit FCM und 
NRG-1β beobachtet. Es kann also eine Förderung der Sekretionskapazität und Proliferation der 
FDLE-Zellen angenommen werden.  
Ein Fehlen des CFTR-Kanals führt durch mangelhafte Proliferation der Pneumozyten zu einer 
vereinfachten Lungenmorphologie und verdickten Alveolarsepten (Cohen und Larson 2005). 
Allerdings kommt es auch über die Geburt hinaus zur Ausprägung chronischer Inflammation (Cohen 
und Larson 2005) und einem inkompetenten Immunsystem der Atemwege (Morrow et al. 1998). Der 
CFTR-Kanal muss also, auch über die Proliferationsphase der fetalen Lunge hinaus, an Entwicklung 
und Aufrechterhaltung der Lungenfunktion beteiligt sein. NRG-1β zeigte in den Versuchen eine 
aktivitätssteigernde Wirkung auf den CFTR-Kanal (siehe 3.3.1). NRG-1β wird ab Mitte der Gestation 
pulmonal exprimiert. Die Expression steigt zum Ende der Gestation an (Dammann et al. 2003). Die 
proliferative Phase der Lungenentwicklung findet vor allem vor der 24. Schwangerschaftswoche statt, 
danach setzen zunehmend auch Differenzierungsprozesse ein (Joshi und Kotecha 2007). 
Dahingehend ist es wahrscheinlich, dass der CFTR-Kanal, gesteuert durch NRG-1β, auch an der 
zunehmenden Differenzierung des Alveolarepithels beteiligt ist. Die damit einhergehende Rolle des 
CFTR-Kanals im Prozess der perinatalen Resorption von Alveolarflüssigkeit ist bisher allerdings noch 
nicht klar definiert. Eine Beteiligung des CFTR-Kanals an der Flüssigkeitsresorption der Lunge wurde 
bereits mehrfach im akuten Atemnotsyndrom des Erwachsenen sowie in der gesunden adulten Lunge 
beschrieben (Johnson et al. 2009). Der CFTR-Kanal trägt hierbei einen entscheidenden Teil zur 
Resorptionskapazität des Epithels im Falle eines Lungenödems bei (Li et al. 2012). Eine 
Überexpression des CFTR-Kanals führt zur erhöhten Resorptionskapazität (Mutlu et al. 2005). Wird 
der CFTR-Kanal inhibiert sinkt auch die Kapazität zur Ödemresorption (Fang et al. 2002). Der genaue 
Mechanismus über den der CFTR-Kanal zur Flüssigkeitsresorption beiträgt ist jedoch unklar. Vor 
allem die durch adrenerge Stimulation erreichte Steigerung der Flüssigkeitsresorption wird zum Teil 
über den CFTR-Kanal vermittelt (Fang et al. 2002; Fang et al. 2005; Li et al. 2012). Durch die hierbei 
erhöhte Aktivität der β2-Adrenozeptoren steigen die intrazellulären cAMP-Spiegel. Diese aktivieren 
wiederum auch den CFTR-Kanal. Über mögliche Wechselwirkungen zwischen den Rezeptoren könnte 
der CFTR-Kanal daraufhin beispielsweise die Antwort der β2-Adrenozeptoren auf adrenerge Stimuli 
steigern (Naren et al. 2003). Daraus ergäbe sich wiederum eine erhöhte Aktivität des ENaC und die 
konsekutive Steigerung der Resorptionskapazität des Epithels (Mutlu et al. 2005). Da es auch 
während einer natürlichen Geburt zur vermehrten adrenergen Aktivierung kommt, scheint ein analoger 
Effekt während der perinatalen Transition sinnvoll (siehe 1.1). Genauere Informationen zu den 





Umgekehrt wurde während der Entstehung eines Lungenödems durch erhöhten 
hydrostatischen Druck in den pulmonalen Gefäßen eine erhöhte Sekretionskapazität des Epithels 
beobachtet. Diese ist auch durch den CFTR-Kanal bedingt (Solymosi et al. 2013). Der überwiegende 
Beitrag des CFTR-Kanals zur Flüssigkeitssekretion oder -resorption richtet sich also nach den 
vorherrschenden physiologischen Bedingungen und Stimuli. Je nach Reifegrad der Lunge und 
zusätzlichen Einflüssen, wie der adrenergen Stimulation während der Geburt, könnte der CFTR-Kanal 





4.5 Neuregulin-1β erhöht die β2-Adrenozeptoraktivität 
Die vermehrte Expression und Aktivität des β2-Adrenozeptors führt zu einer Erhöhung der 
intrazellulären cAMP-Konzentration, welche wiederum diverse entwicklungsfördernde Prozesse der 
fetalen Lunge beeinflusst. Bereits seit vielen Jahren wird sich dieser Mechanismus bei der 
Behandlung des RDS mit Glukokortikoiden zu Nutze gemacht. Der differenzierungsfördernde Effekt 
von Glukokortikoiden auf die fetale Lunge wurde bereits ausführlich untersucht. Es resultiert eine 
höhere Surfactantproteinexpression und -sekretion sowie eine gesteigerte Aktivität und Expression 
des β2-Adrenozeptors infolge der Behandlung (siehe 1.3). Versuche an Zellkulturen zeigten zudem 
eine gesteigerte Wirkung in Kombination mit FCM. Synergistische Effekte von FCM und 
Glukokortikoiden liegen also nahe (King et al. 2014a). Es ist auch bekannt, dass NRG-1β die 
β2-Adrenozeptoraktivität der Pneumozyten erhöht (King et al. 2014b). Als potentieller Bestandteil des 
FCM könnte diese Wirkung also durch NRG-1β vermittelt werden. Auch in den hier durchgeführten 
Versuchen waren β2-Adrenozeptoren nach Inkubation mit NRG-1β vermehrt aktiviert. Als Antwort auf 
die hohe Rezeptoraktivität wurde die Expression der β2-Adrenozeptoren im Sinne einer negativen 
Feedbackregulation vermindert (siehe 3.2.2). 
Infolge der Aktivierung von β2-Adrenozeptoren kommt es zur Aktivitätssteigerung anderer 
Ionenkanäle, zum Beispiel des ENaC (Kim et al. 1991; Dumasius et al. 2001). Erhöhte intrazelluläre 
cAMP-Spiegel können auch zu einer Aktivitätssteigerung des cAMP-abhängigen CFTR-Kanals führen 
(Jiang et al. 1998; Matalon und O'Brodovich 1999; Mutlu et al. 2005). Die hier beobachtete Steigerung 
der CFTR-Kanalaktivität durch NRG-1β steht also diesbezüglich im Einklang zu bisher veröffentlichten 
Ergebnissen. Neuere Erkenntnisse anderer Arbeitsgruppen zeigen, dass die cAMP-Abhängigkeit des 
CFTR-Kanals vor allem im Kontext der Flüssigkeitsresorption der Lunge eine zentrale Rolle spielt. 
Unter unstimulierten Bedingungen ist in der adulten Lunge vor allem der ENaC für die Resorption von 
Alveolarflüssigkeit zuständig. Kommt es zu einer Erhöhung der intrazellulären cAMP-Spiegel, tritt der 
CFTR-Kanal zunehmend in den Vordergrund (Fang et al. 2005; Ingbar et al. 2009). So trägt der 
CFTR-Kanal zum Beispiel bei adrenerger Stimulation des Organismus zur vermehrten Resorption 
eines Lungenödems bei (Li et al. 2012). Da auch unter der Geburt eine vermehrte Stimulation durch 
cAMP stattfindet, wäre eine analoge Beeinflussung denkbar (siehe 1.1). Die erhöhte 
CFTR-Kanalaktivität konnte mit der Aktivierung des β2-Adrenozeptors über Wechselwirkungen der 
Rezeptoren in Verbindung gebracht werden. Somit könnte der CFTR-Kanal indirekt die Resorption 
von Alveolarflüssigkeit durch Steigerung der β2-Adrenozeptoraktivität verbessern. Der genaue 
Mechanismus ist bisher zwar noch nicht aufgeklärt, dennoch wird die Relevanz des CFTR-Kanals für 
die Resorption von Alveolarflüssigkeit immer deutlicher. Die Steigerung der Resorptionskapazität 
durch β2-Agonisten findet überhaupt nur bei Expression des funktionsfähigen CFTR-Kanals in vollem 
Maße statt (Fang et al. 2002; Ingbar et al. 2009). Zudem führt die Überexpression des CFTR-Kanals 
oder des β2-Adrenozeptors nur zu einer höheren Resorptionskapazität, wenn beide Ionenkanäle 
exprimiert werden. Bei einem knock-out des CFTR-Kanals oder des β2-Adrenozeptors kann die 
Resorptionskapazität durch die Überexpression des jeweils anderen Rezeptors nicht gesteigert 





sind theoretisch aber sehr gut auf die perinatale Situation übertragbar. Die beobachtete Steigerung 
der CFTR-Kanalaktivität könnte somit sowohl pränatal zur Flüssigkeitssekretion als auch perinatal zur 
Resorption von Alveolarflüssigkeit beitragen. NRG-1β würde die Reife unter anderem durch eine 






4.6 Neuregulin-1β vermindert die ENaC-Aktivität 
Nebenbefundlich führte die Inkubation der FDLE-Zellen mit NRG-1β zu einer Verminderung der 
Aktivität des ENaC, welche in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden konnte. Die 
Aktivitätsminderung wurde auf Genomebene vermittelt, wobei die Expression der α-, β- und γ-
Untereinheiten des ENaC supprimiert waren. Somit kann die verringerte Ionenkanalaktivität auf eine 
verringerte Expression des ENaC zurückgeführt werden. Eine indirekte Aktivitätsminderung des ENaC 
durch verminderte Expression der Na-K-ATPase konnte ausgeschlossen werden (siehe 3.3). Dem 
entgegen führte eine Inkubation mit FCM zu einer Stimulation des ENaC (siehe 3.1). 
Im Wesentlichen wurde bisher die Steigerung der Proliferation und Differenzierung des 
Alveolarepithels als Antwort auf NRG-1β beschrieben. Damit würde auch ein steigernder Effekt auf die 
Aktivität des ENaC zu erwarten sein (Liu et al. 2004; King et al. 2014b). Die in dieser Arbeit 
beobachtete Verringerung der ENaC-Aktivität als Antwort auf NRG-1β kann durch unterschiedliche 
Wirkungen von NRG-1β allein und in Wechselwirkung mit anderen Faktoren des FCM bzw. FPF 
erklärt werden. Der den Natriumtransport inhibierende Effekt des NRG-1β wird höchstwahrscheinlich 
durch weitere Faktoren des FCM aufgehoben. Im Zusammenspiel mit anderen Bestandteilen des FCM 
bzw. FPF in vivo könnte dieser Effekt wiederum gestationsalterabhängig moduliert werden.  
Ginge man davon aus, dass NRG-1β die gezeigten Effekte auf den ENaC auch in 
Zusammenspiel mit anderen FCM-Bestandteilen bewirkt, sind prinzipiell mehrere Mechanismen zur 
Erklärung der Wechselwirkungen bekannt. Im Allgemeinen wird hierbei eine erhöhte Leitfähigkeit des 
Epithels für Chlorid-Ionen mit einer verminderten Aktivität des ENaC in Verbindung gebracht (Letz und 
Korbmacher 1997; Mall et al. 1998). Da sowohl ENaC als auch CFTR-Kanal in der apikalen Membran 
der Zelle lokalisiert sind, liegt es nahe, dass die durch einen Kanal bedingte Änderung des 
elektrochemischen Gleichgewichts direkte Einflüsse auf die Transportkapazität des anderen hat 
(Horisberger 2003; Gaillard et al. 2010). Es ist außerdem bekannt, dass die Aktivierung des CFTR-
Kanals mit einer Inhibition des ENaC über verschiedene Mechanismen einhergeht. Es kommt mit 
gesteigerter Expression des CFTR-Kanals zu einer Hemmung der proteolytischen Spaltung der 
ENaC-Vorläuferproteine und somit zu einer verminderten Produktion funktioneller Kanäle (Gentzsch et 
al. 2010). Auch sind Regulationsmechanismen durch direkte Wechselwirkungen am 
carboxyterminalen Ende des ENaC bekannt (Bachhuber et al. 2005). Zudem wird das Trafficking des 
ENaC durch gesteigerte Aktivität des CFTR-Kanals inhibiert (Rubenstein et al. 2011). Da die 
Änderung der ENaC-Aktivität in dieser Arbeit allerdings auf die verminderte Genexpression des 
Ionenkanals zurückgeführt werden konnte, spielen Wechselwirkungen auf Ebene der Ionenkanäle 
höchstwahrscheinlich eine untergeordnete Rolle. Damit einhergehend sprechen auch die in Kapitel 
4.9 erläuterten Ergebnisse der Kurzzeitinkubation mit NRG-1β für vorwiegende Wirkung des 







4.7 Neuregulin-1β beeinflusst die Konfluenz der Epithelien nicht 
Neben der Ionenkanalexpression und -aktivität wurde auch der TER der Epithelien erfasst. Dieser 
lässt eine Einschätzung der Konfluenz der Epithelien zu. Die Inkubation der FDLE-Zellen mit FCM 
zeigte eine signifikante Reduktion des TER im Vergleich zur Kontrolle. Diese Wirkung wird hiermit 
erstmals beschrieben. Bisher wurden dem FPF bzw. FCM vor allem Eigenschaften, welche zur 
Förderung der Proliferation und Differenzierung des fetalen Lungenepithels beitragen, zugeschrieben. 
Letztere geht mit der zunehmenden Ausprägung von interzellulären Bindungen und der Polarisierung 
des Zellverbandes einher (siehe 1.3). Eine Kokultur von Fibroblasten und Pneumozyten führt zu einer 
verstärkten Differenzierung des Alveolarepithels. Es ist also davon auszugehen, dass auch das aus 
isolierten Fibroblasten gewonnene FCM einen differenzierungssteigernden Einfluss besitzt (Dammann 
et al. 2003). Es wäre somit eine vermehrte Ausbildung von Tight Junctions infolge der Inkubation mit 
FCM denkbar gewesen (Zscheppang et al. 2006). Die bisher publizierten Versuche zur Beeinflussung 
der Zelldifferenzierung wurden, soweit angegeben, allerdings mit FCM postnataler Fibroblasten 
durchgeführt. Sie sind somit nur bedingt mit den hier erhaltenen Ergebnissen vergleichbar. Die 
Relevanz der gestationsalterabhängigen Zusammensetzung des FCM wird damit erneut deutlich 
(Dammann et al. 2003).  
In dieser Arbeit zeigte das FCM fetaler Fibroblasten eine Verminderung der Barrierefunktion 
des Epithels (siehe 3.1.1). Eine Hemmung des ErbB2-Rezeptors durch AG-825 konnte die 
reduzierende Wirkung des FCM auf den TER nicht aufheben (siehe 3.6). Daher muss diese über 
andere Signalwege vermittelt werden. Die Auflockerung des Epithels wird im Allgemeinen nicht mit der 
Reifung des Epithels assoziiert (Srinivasan et al. 2015). Andere Arbeitsgruppen hingegen 
beobachteten infolge der Inkubation fetaler Pneumozyten mit Glukokortikoiden ähnliche Effekte. Hohe 
Konzentrationen an postnatal applizierten Glukokortikoiden führten bei Rattenwelpen zur Entwicklung 
einer emphysematösen Lunge (Massaro et al. 1985). Schon eine niedrig dosierte Applikation zeigte 
einen destabilisierenden Effekt auf die Alveolarsepten. Der Epithelverband wurde durch verringerte 
interzelluläre Bindungen und vermindertes Zellwachstum aufgelockert (Tschanz et al. 1995; Tschanz 
und Burri 1997). Am Ehesten ist diese Wirkung auf zu hohe Konzentrationen an applizierten 
Glukokortikoiden für die sehr vulnerable fetale Lunge zurückzuführen (Fayon et al. 2002). Da das hier 
genutzte FCM auf Grundlage von ZK-Medium hergestellt wurde, könnten die enthaltenen 
Serumbestandteile analog für die Verminderung des TER verantwortlich sein. Allerdings wurde auch 
zur Inkubation mit NRG-1β ZK-Medium als Grundlage genutzt (siehe 2.1.3). Bei Zugabe von NRG-1β 
zum ZK-Medium ließen sich keine signifikanten Einflüsse auf den TER erkennen (siehe Vergleich 3.1, 
3.3). Es ist also davon auszugehen, dass die im ZK-Medium enthaltenen Mediatoren keinen negativen 
Effekt auf die Konfluenz der Epithelien haben. Zudem ist NRG-1β nicht für die Verminderung des TER 
durch FCM verantwortlich. 
In mehreren durch andere Arbeitsgruppen durchgeführten Versuchen wird klar, dass NRG-1β 
die Proliferation der Pneumozyten und Verzweigung der sich entwickelnden Atemwege begünstigt 
(siehe 1.4). Dessen Bedeutung für die Konfluenz der Epithelien wurde bisher jedoch nicht untersucht. 





Tight Junctions im Lungenepithel (Gon et al. 2011). Damit einher geht die Erhöhung des TER 
(Srinivasan et al. 2015). NRG-1β allein hatte in den hier durchgeführten Versuchen keine Wirkung auf 
den TER.  
In dieser Arbeit konnte erstmals eine Reduktion des TER infolge der Inkubation mit FCM 
gezeigt werden. Der negative Einfluss des FCM auf den TER wird nicht durch NRG-1β vermittelt. 







4.8 Serumbestandteile beeinflussen die Wirkung des  
Neuregulin-1β nicht 
Die Wirkung von NRG-1β auf die FDLE-Zellen zeigte in serumhaltigem und serumfreiem Medium 
keine signifikanten Unterschiede. Die Wirkung von NRG-1β auf die Ionenkanalaktivität der 
FDLE-Zellen wurde nicht durch Bestandteile des fetalen Serums beeinflusst. Auch die Änderung der 
Genexpression durch NRG-1β war in beiden Gruppen gleich ausgeprägt. Lediglich die Expression der 
β-Untereinheit des ENaC wurde im SF-Medium mit NRG-1β nicht signifikant reduziert. Allerdings wies 
diese ebenfalls einen Trend zur Verringerung auf (siehe Vergleich 3.3 und 3.4). Der Vergleich der 
Versuchsreihen mit serumhaltigem und serumfreiem Medium diente dem Ausschluss einer Wirkung 
der Serumbestandteile des Kontrollmediums auf die Effekte des NRG-1β. In der Literatur sind bisher 
keine Vergleiche dieser Art zu finden. Die verwendeten Medien unterscheiden sich im Wesentlichen 
durch den Zusatz des FKS im ZK-Medium. Im FKS enthaltene Serumbestandteile, wie zum Beispiel 
Kortisol, beeinflussen die FDLE-Zellen und könnten daher möglicherweise die Wirkung des NRG-1β 
verändern. Da das ZK-Medium als basale Inkubationsbedingung genutzt wurde, war ein Ausschluss 
möglicher Störfaktoren von Bedeutung. Es kann davon ausgegangen werden, dass die 








4.9 Zeitabhängige Wirkunterschiede von Neuregulin-1β 
Zur Differenzierung der akuten und chronischen Effekte von NRG-1β wurde neben der 48-stündigen 
Inkubation auch eine Kurzzeitinkubation durchgeführt. Nach zweistündiger Inkubation der FDLE-Zellen 
in ZK-Medium mit oder ohne Zusatz von NRG-1β zeigten sich nur geringe Unterschiede in der 
Ionenkanalaktivität beider Gruppen. Lediglich die Aktivität der Forskolin-induzierten, 
cAMP-abhängigen Ionenkanäle war bereits unter kurzzeitigem Einfluss von NRG-1β signifikant erhöht 
(siehe 3.5). Deren Aktivität war auch nach 48-stündiger Inkubation mit NRG-1β besonders sensibel. 
Darüber hinaus konnten nach zweistündiger Inkubation keine akuten nicht-genomischen Wirkungen 
von NRG-1β verzeichnet werden. Da die Änderung der Genexpression erst nach längerer 
Inkubationszeit eine Rolle spielt, wurde sie hier nicht erfasst. 
Zur inkubationszeitabhängigen Wirkung des NRG-1β wurden bisher nur vereinzelt Versuche 
durchgeführt. Diese adressieren häufig verwandte Proteine der EGF-Familie und deren Wirkung in 
anderen Organsystemen. Demnach sind die Ergebnisse nur eingeschränkt auf die Wirkung von 
NRG-1β in der fetalen Lunge übertragbar. Zudem wurde in diesem Zusammenhang bisher kein Bezug 
auf den CFTR-Kanal genommen. Im Allgemeinen zeigte sich in vorangegangenen Studien wiederholt 
ein zweiphasiger Verlauf der Wirkung von Mediatoren der EGF-Familie in Abhängigkeit zur 
Inkubationszeit. Verschiedene Wachstumsfaktoren der EGF-Familie zeigten an 
Sammelrohrepithelzellen der Niere steigernde Effekte auf die ENaC-Aktivität der Zellen. Diese stellen 
in der Niere, wie auch in der Lunge, den limitierenden Faktor für die Flüssigkeitsresorption dar. Hierbei 
bestand ein Unterschied zwischen der Erhöhung des Natriumtransports nach kurzzeitiger Inkubation 
(< 4 h) und der Reduktion nach Langzeitinkubation (4 – 8 h) (Levchenko et al. 2010). Eine maximale 
Wirkung im Sinne eines erhöhten Natriumtransports wurde innerhalb einer zwei- bis vierstündigen 
Inkubationszeit erreicht (Zheleznova et al. 2011). Nach 48-stündiger Inkubation war in dieser Arbeit 
ebenfalls eine Reduktion des Natriumtransportes durch NRG-1β zu beobachten (siehe 3.3). Ein 
ähnliches biphasisches Verhalten der ENaC-Aktivität in FDLE-Zellen lag zunächst nahe. Die 
Kurzzeitinkubation zeigte in den hier durchgeführten Versuchen allerdings keine Steigerung der 
ENaC-Aktivität. Ein zweiphasiger Wirkverlauf des NRG-1β konnte speziell an fetalen Pneumozyten 
bisher auch durch andere Arbeitsgruppen nicht nachgewiesen werden. Es ist wahrscheinlich, dass die 
in anderen Organsystemen beobachtete biphasische Wirkung verwandter Mediatoren nicht auf die 
fetale Lunge übertragbar ist. Messbare Veränderungen der Ionenkanalaktivität werden dabei erst nach 
mehr als zweistündiger Inkubation umgesetzt.  
Die Kurzzeitinkubation wurde hier mit einem zweistündigen Intervall untersucht. Für deutlichere 
Effekte auf alle epithelialen Ionenkanäle könnten höhere Konzentrationen des NRG-1β bzw. eine 
längere Inkubationszeit bei gleicher Konzentration zur Umsetzung der regulatorischen Prozesse 
denkbar sein. In weiteren Untersuchungen sollte auch die kurzzeitige Wirkung von FCM adressiert 
werden, um diese direkt mit der des NRG-1β vergleichen zu können.  
Betrachtet man die hier erhaltenen Ergebnisse, wird klar, dass Unterschiede zwischen kurz- 





Ionenkanalaktivität nur nicht-genomische Prozesse zugrunde liegen. Da in den hier durchgeführten 
Versuchen keine Effekte der Kurzzeitinkubation messbar waren, ist zu vermuten, dass NRG-1β die 







4.10 Fehlerbetrachtung und Limitationen 
Trotz guter Vereinbarkeit der erhaltenen Ergebnisse mit der aktuellen Literatur sind weitere Versuche 
nötig, um den Einfluss von FCM und NRG-1β auf die Ionenkanalexpression und -aktivität des fetalen 
Lungenepithels vollständig zu entschlüsseln. Hierbei sollten besonders die folgenden Aspekte in 
Betracht gezogen werden. 
Das genutzte FCM wurde durch Inkubation isolierter fetaler Fibroblasten mit ZK-Medium 
gewonnen. Während der Gewinnung des FCM sowie der anschließenden Inkubation der 
Pneumozyten entfielen essentielle Wechselwirkungen zwischen Pneumozyten und Fibroblasten 
(siehe 1.3). Diese haben in vivo einen entscheidenden Einfluss auf den resultierenden Effekt der 
Mediatoren. Es kann nicht ohne Einschränkungen von der Wirkung des FCM auf die des FPF in vivo 
geschlossen werden. Sowohl Pneumozyten als auch Fibroblasten beeinflussen 
gestationsalterabhängig die von dem jeweils anderen Zelltyp sezernierten Faktoren und damit die 
Entwicklung der Lunge. Eine Kokultivierung beider Zelltypen wäre diesbezüglich in zukünftigen 
Versuchen sinnvoll. Darüber hinaus lösen sich die Kapazität zur Sekretion bzw. Resorption von 
Alveolarflüssigkeit im Laufe der Lungenentwicklung kontinuierlich ab, bis perinatal vor allem die 
Resorption überwiegt (Dammann et al. 2003). Die genutzten Fibroblasten und Pneumozyten wurden 
am 20. bis 21. Tag der Gestation gewonnen. Hierbei ist unklar, inwiefern die Umstellung der Epithelien 
auf eine überwiegende Resorption von Flüssigkeit schon stattgefunden hat. Die Nutzung von 
Fibroblasten verschiedener Gestationsalter würde eine Unterscheidung zwischen sekretions- und 
resorptionsfördernden Effekten ermöglichen. Da die FDLE-Zellen in dieser Arbeit sowohl apikal als 
auch basolateral mit Medium versorgt wurden (submerged-Zellkultur), wird im Allgemeinen von der 
Aufrechterhaltung der fetalen Ionenkanalausprägung ausgegangen. Die Kulturbedingungen 
entsprechen also modellhaft der fetalen Situation der Lunge. Eine Inkubation unter air-liquid-interface-
Bedingungen, bei der das Epithel nur basolateral mit Medium versorgt wird, beschleunigt dahingegen 
die Differenzierung zu reifem Epithel. Infolge dieser Nachahmung der postnatalen Stimuli wurden 
bereits eine vermehrte Expression und Aktivität der epithelialen Natriumkanäle berichtet (Planes et al. 
1997). Auch wurde im Vergleich zur submerged-Zellkultur eine vermehrte Surfactantproteinexpression 
beobachtet. Diese spiegelt einen höheren Differenzierungsgrad des Epithels wider (Johnson et al. 
1993; Dobbs et al. 1997; Jain et al. 2001). Mit verändertem Differenzierungsgrad der Zellen kann auch 
die Ausprägung weiterer Ionenkanäle abweichen. Die hier genutzte submerged-Zellkultur kann also 
durchaus zu einer vermehrten Ausprägung der für die Sekretion verantwortlichen Ionenkanäle führen. 
Die erhaltenen Ergebnisse stehen im Einklang zu dieser Annahme. Damit einhergehend beeinflusst 
der während der Inkubation vorherrschende Sauerstoffpartialdruck von 21 % die Zellkultur. Dieser 
entspricht der postnatalen Sauerstoffkonzentration der Atemluft und fördert im Falle einer 
air-liquid-interface-Inkubation die Resorptionskapazität der Zellen (Pitkänen et al. 1996). In der hier 
genutzten submerged-Zellkultur stellt der Flüssigkeitsfilm auf der apikalen Seite des Epithels jedoch 
eine bedeutende Diffusionsbarriere dar. Der perizellulär verfügbare Sauerstoffpartialdruck ist 
demzufolge möglicherweise bedeutend geringer (Metzen et al. 1995). Die Diffusionskapazität hängt 





al. 1995). Die daraus resultierende relative Hypoxie ähnelt der fetalen Situation der Lungenzellen in 
vivo (pO2 = 3 %). Es ist ebenfalls von einem Verbleib der Zellen in der fetalen Situation und 
überwiegender Sekretionskapazität auszugehen (Planes et al. 1997). Die Wiederholung der Versuche 
unter air-liquid-interface-Bedingungen wäre sinnvoll um den Einfluss der Inkubationsbedingungen zu 
differenzieren. 
Anderen Arbeitsgruppen gelang bereits der Nachweis von NRG-1β in murinem FCM. 
Zunächst konnte die Expression des Mediators durch Pneumozyten und Fibroblasten mittels Western 
Blot sichtbar gemacht werden (Patel et al. 2000). Später gelang auch der Nachweis von NRG-1β im 
FCM durch Flüssigchromatografie-Massenspektrometrie (King et al. 2014b). Wie bereits eingangs 
erwähnt, konnte die Produktion von NRG-1β durch die FDLE-Zellen mittels Genexpressionsanalysen 
in dieser Arbeit bestätigt werden (siehe 3.1.2.). Zudem wurde ein Nachweis von NRG-1β im FCM 
angestrebt. Es wurde ein kommerziell erhältlicher humaner, neutralisierender Antikörper gegen die 
EGF-Domäne des NRG-1β (R&D Systems Inc., Kanada) genutzt. Murine Antikörper, wie auch 
humane Antikörper anderer Firmen waren zur Zeit der Versuchsdurchführung nicht erhältlich. Es 
zeigte sich kein Einfluss auf die Ionenkanalaktivität nach Inkubation der FDLE-Zellen mit NRG-1β und 
dem neutralisierenden Antikörper. Um die Reaktivität des Antikörpers zu überprüfen wurde ein 
Western Blot durchgeführt. Der neutralisierende Antikörper zeigte jedoch keine Reaktivität gegenüber 
der EGF-Domäne des NRG-1β aus FCM fetaler Fibroblasten der Ratte und des kommerziell 
erworbenen NRG-1β. Als naheliegende Alternative zur Aufhebung der Wirkung von NRG-1β wurde in 
dieser Arbeit die Inhibition des ErbB2-Rezeptors genutzt (siehe 3.6, 4.2). 
Die weitere Untersuchung der Einflüsse des FCM auf andere Ionenkanäle wäre ebenfalls 
wünschenswert. Sowohl die Aktivitäten der basolateral lokalisierten Na-K-ATPase und des 
Na-K-Cl-Kontransporters (Kim et al. 1991) als auch der apikal lokalisierten cyclic nucleotide-gated-
Kanäle würden einen tieferen Einblick in die Wechselwirkungen geben. Auch sind Wechselwirkungen 







4.11 Die biologische Relevanz von Neuregulin-1β  
NRG-1β besitzt entwicklungsfördernde Eigenschaften auf die fetale Lunge. Zum Ersten Mal wurde in 
dieser Arbeit die Wirkung von NRG-1β auf die Expression und Aktivität verschiedener epithelialer 
Ionenkanäle fetaler Typ-II-Pneumozyten dargestellt. Die Ergebnisse wurden einer Inkubation mit FCM 
gegenübergestellt. Beim Vergleich der Effekte des FCM mit denen des NRG-1β fällt auf, dass NRG-1β 
in der Lage ist, einen Teil der Wirkung des FCM zu imitieren. Es konnte eine erhöhte Aktivität des 
CFTR-Kanals infolge einer Inkubation mit beiden Mediatoren beobachtet werden. Diese wird unter 
Beteiligung des ErbB2-Rezeptors vermittelt. Die bereits bekannte, aktivitätssteigernde Wirkung von 
NRG-1β auf den β2-Adrenozeptor konnte bestätigt werden. Darüber hinaus wurde in dieser Arbeit 
gezeigt, dass NRG-1β keinen Einfluss auf die Konfluenz der FDLE-Zellkultur hat. Effekte einer 
kurzzeitigen Inkubation mit NRG-1β konnten ausgeschlossen werden. Die Wirkung von NRG-1β wird 
weitestgehend auf Genomebene vermittelt.  
FCM enthält eine Vielzahl der von Lungenfibroblasten sezernierten Faktoren, deren 
Zusammensetzung bisher nicht bekannt sind. Es stellt eine Nachbildung des in vivo sezernierten FPF 
dar, welches aus weitaus komplexeren Wechselwirkungen zwischen Fibroblasten und Pneumozyten 
sowie anderer körpereigener Mediatoren hervorgeht. Eine partielle Abweichung zwischen den 
Effekten des FCM und NRG-1β war dahingehend zu erwarten, da NRG-1β nur ein möglicher 
Einzelbestandteil des Stoffgemisches FCM ist. So verminderte NRG-1β die Aktivität des ENaC, 
wohingegen FCM eine stimulierende Wirkung auf diesen Ionenkanal zeigte. Die positiven Effekte des 
FCM auf den CFTR-Kanal konnten dahingegen durch NRG-1β reproduziert werden. Die Wirkung des 
FCM auf den CFTR-Kanal wurde durch eine Inhibition des ErbB2-Rezeptors aufgehoben. Der 
ErbB2-Rezeptor ist an diversen Signaltransduktionskaskaden beider Mediatoren beteiligt. Somit ist es 
sehr wahrscheinlich, dass NRG-1β als Bestandteil des FCM die Wirkung auf den CFTR-Kanal 
vermittelt. In dieser Arbeit konnte zudem die intrinsische Produktion von NRG-1β durch FDLE-Zellen 
nachgewiesen werden. Die Betrachtung aller erhaltenen Ergebnisse legt nahe, dass es sich bei 
NRG-1β um einen Bestandteil des FCM handelt. Die Steigerung der CFTR-Kanalaktivität durch 
NRG-1β kann für eine Erhöhung der Sekretions- sowie Resorptionskapazität des Alveolarepithels 
sprechen. Die vermehrte Sekretion von Alveolarflüssigkeit wirkt infolge gesteigerter Proliferation der 
Pneumozyten entwicklungsfördernd. Sie stellt eine grundlegende Voraussetzung für die regelrechte 
Entwicklung der Lunge dar. Auch die regelrechte Differenzierung der Pneumozyten kann nur nach 
ungestörter Proliferationsphase ablaufen. Wie in Kapitel 4.4 und 4.5 erläutert, kann eine Steigerung 
der Aktivität des CFTR-Kanals auch zur perinatalen Resorption von Lungenflüssigkeit beitragen. Die 
variable Funktion des CFTR-Kanals könnte möglicherweise auf Wechselwirkungen mit dem 
β2-Adrenozeptor infolge adrenerger Stimulation zurückgeführt werden. Je nach Entwicklungsabschnitt 
könnte NRG-1β somit über unterschiedliche Mechanismen förderlich auf die Lungenentwicklung des 
Frühgeborenen wirken. Gemeinsam mit der Entschlüsselung der weiteren Komponenten des FPF wird 
auch NRG-1β weiterhin im Fokus der neonatologischen Forschung stehen. Ein umfassendes 
Verständnis der fetalen Lungenentwicklung würde einen Durchbruch im Verständnis des RDS 
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Das fetale Atemnotsyndrom ist eine der häufigsten Erkrankungen des Frühgeborenen. Zur 
Erweiterung und Verbesserung der aktuellen Therapieoptionen ist ein Verständnis der 
pathophysiologischen Ursachen der Krankheitsentstehung fundamental. Es ist bereits bekannt, dass 
epithelial-mesenchymale Wechselwirkungen zwischen Fibroblasten und Pneumozyten eine 
wesentliche Rolle bei der Steuerung der fetalen Lungenreife einnehmen. Die von den Fibroblasten 
sezernierten Faktoren haben gestationsalterabhängig eine unterschiedliche Zusammensetzung und 
Funktion, welche zum Verständnis des fetalen Atemnotsyndroms von besonderem Interesse sind. In 
dieser Arbeit wurde die Wirkung von Neuregulin-1β als potentiellen Bestandteil der von Fibroblasten 
sezernierten Faktoren näher untersucht. Hierzu wurde ein auf Fibroblasten inkubiertes Medium 
hergestellt, welches die sezernierten Faktoren enthält und anschließend zur Inkubation der fetalen 
Lungenepithelzellen genutzt wurde. Die Wirkung dieses Mediums konnte daraufhin mit der des 
Neuregulin-1β verglichen werden. Bezüglich der Lungenproliferation und der 
Surfactantproteinexpression und -sekretion ist bereits eine fördernde Wirkung von 
Fibroblasten-konditioniertem Medium und Neuregulin-1β bekannt. Bezüglich der Kapazität des 
Lungenepithels zur Flüssigkeitssekretion bzw. -resorption spielen allerdings besonders die epitheliale 




Laut dem klassischen Modell der fetalen Lungenentwicklung geht man von einer im Laufe der 
Gestation wechselnden Ausprägung verschiedener Ionenkanäle aus. Fetal überwiegen demnach vor 
allem CFTR-Kanäle, welche eine vorwiegende Sekretion von Alveolarflüssigkeit bedingen. Perinatal 
treten epitheliale Natriumkanäle in den Vordergrund und gehen mit einer steigenden 
Resorptionskapazität des Epithels bis zur Geburt einher. Diesbezügliche Wechselwirkungen stellen im 
Zusammenhang zur perinatalen Umstellung auf die Atmung entscheidende Faktoren für die 
postnatale Adaption und die spätere Lungenfunktion dar. Somit wurde vor allem der Einfluss von 
Neuregulin-1β auf den epithelialen Ionentransport der Typ-II-Pneumozyten in den Mittelpunkt der 
Untersuchungen gestellt. Zu Beginn wurden die folgenden Fragestellungen erarbeitet:  
• Welchen Einfluss hat Fibroblasten-konditioniertes Medium auf die Ionenkanalexpression 
und -aktivität der fetalen Typ-II-Pneumozyten? 
• Kann eine Inkubation mit Neuregulin-1β die Effekte des Fibroblasten-konditionierten Mediums 
imitieren? 
• Begünstigen Fibroblasten-konditioniertes Medium und Neuregulin-1β die Reifung fetaler 
Typ-II-Pneumozyten? 
• Unterscheiden sich kurzzeitige von langzeitigen Effekten des Neuregulin-1β? 
• Werden die Effekte des Fibroblasten-konditionierten Mediums über den ErbB2-Rezeptor 
vermittelt, welcher ebenfalls an der Signaltransduktion von Neuregulin-1β in anderen 
Geweben beteiligt ist? 
Fetale distale Lungenepithelzellen der Ratte wurden als Monolayer-Zellkulturen mit verschiedenen 
Medien inkubiert. Ionenkanalaktivität und Konfluenz der Epithelien wurden anschließend mittels 
elektrophysiologischer Messung in der Ussing-Kammer untersucht. Die Genexpression wurde mittels 
quantitativer Real-Time PCR erfasst. Unter verschiedenen Versuchsbedingungen konnten die 
Einflüsse von Fibroblasten-konditioniertem Medium und Neuregulin-1β verglichen werden. In 
Anlehnung an bisher veröffentlichte Ergebnisse wurde ein Schwerpunkt auf den epithelialen 
Natriumkanal sowie den CFTR-Kanal gelegt. Der Effekt wurde nach Kurzzeit- (2 h) und 
Langzeitinkubation (48 h) verglichen. Außerdem fand ein Ausschluss von Einflüssen des 
serumhaltigen Inkubationsmediums auf die Wirkung des Neuregulin-1β statt. Zuletzt wurde durch die 
Inhibition des ErbB2-Rezeptors mit dem spezifischen kompetitiven Inhibitor AG-825 ein möglicher 
Signalweg der Effekte des Fibroblasten-konditionierten Mediums untersucht. 
Die Inkubation der fetalen Alveolarzellen mit Fibroblasten-konditioniertem Medium führte zu 
einer Aktivitätssteigerung des CFTR-Kanals. Diese konnte durch Inkubation mit Neuregulin-1β 
reproduziert werden. Der epitheliale Natriumkanal wird durch Fibroblasten-konditioniertes Medium 
positiv, durch Neuregulin-1β negativ reguliert. Die ermittelten Unterschiede der Ionenkanalaktivität 
wurden vorrangig über eine veränderte Genexpression umgesetzt. Die Steigerung der 
CFTR-Kanalaktivität durch Fibroblasten-konditioniertes Medium konnte auf eine Vermittlung über den 
ErbB2-Rezeptor zurückgeführt werden. Dieser Rezeptor ist auch an diversen 
Signaltransduktionskaskaden des Neuregulin-1β beteiligt. Es liegt also nahe, dass Neuregulin-1β als 




CFTR-Kanalaktivität über den ErbB2-Rezeptor vermittelt. Auch der Nachweis von intrinsisch von 
fetalen Alveolarzellen produziertem Neuregulin-1β deutet darauf hin, dass Neuregulin-1β 
möglicherweise im Fibroblasten-konditionierten Medium enthalten ist. Ebenso konnte nach Inkubation 
der Alveolarzellen mit Fibroblasten-konditionierten Medium eine Verminderung der Expression von 
intrinsisch produziertem Neuregulin-1β beobachtet werden. Im Sinne einer negativen 
Feedbackregulation könnte das im Fibroblasten-konditionierten Medium enthaltene Neuregulin-1β zur 
Verringerung der epitheleigenen Produktion dieses Mediators führen. Bei zweistündiger Inkubation mit 
Neuregulin-1β war keine Änderung der Ionenkanalaktivität zu beobachten. Die Wirkung von 
Neuregulin-1β wird also hauptsächlich über genomisch regulierte Prozesse umgesetzt. In weiteren 
Versuchen zeigte sich kein Einfluss von Neuregulin-1β auf die Konfluenz der Epithelien. Eine 
Steigerung der CFTR-Kanalaktivität bedingt die Förderung der Sekretionskapazität des 
Alveolarepithels. Fibroblasten-konditioniertes Medium und Neuregulin-1β wirken somit 
proliferationsfördernd auf die fetale Lunge. Indirekt könnte auch die Differenzierung zu reifen 
Pneumozyten begünstigt werden, da diese nur nach ungestörter Proliferationsphase zu einer voll 
funktionsfähigen Lunge führt. Darüber hinaus unterstreichen Erkenntnisse neuerer Veröffentlichungen 
eine Beteiligung des CFTR-Kanals an der perinatalen Differenzierung und Flüssigkeitsresorption der 
Lunge. Womöglich hat Neuregulin-1β also auch differenzierungsfördernde Eigenschaften. Diese 
müssten in weiteren Versuchen spezifiziert werden.  
Nachdem die entwicklungsfördernden Effekte des Fibroblasten-konditionierten Mediums in 
dieser Arbeit bestätigt werden konnten, lag der Schwerpunkt auf der Wirkung des Neuregulin-1β. Der 
Mediator wird intrinsisch von den Pneumozyten der Lunge sezerniert und ist in der Lage, einen Teil 
des entwicklungsfördernden Effektes des Fibroblasten-konditionierten Mediums zu imitieren. Hierbei 
handelt es sich um eine Steigerung der CFTR-Kanalaktivität, welche die Proliferation fetaler 
Pneumozyten durch vermehrte Sekretion von Alveolarflüssigkeit begünstigt. Neuregulin-1β stellt mit 
höchster Wahrscheinlichkeit einen Bestandteil des Fibroblasten-konditionierten Mediums dar. Zum 
genaueren Verständnis der Rolle des Neuregulin-1β müssten weitere Versuche angeschlossen 
werden. So steht auch der Nachweis des Mediators im Fibroblasten-konditionierten Medium aus. 
Neben der Untersuchung des Mediators Neuregulin-1β bleibt aber besonders die Entschlüsselung der 
von den Fibroblasten der Lunge sezernierten Faktoren interessant. Deren Kenntnis würde einen 
Durchbruch im Verständnis der pathophysiologischen Ursachen des fetalen Atemnotsyndroms 
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